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resumo 
 
 
O síndroma da esca é uma das doenças mais destrutivas da videira (Vitis 
vinifera L.), estando disseminado pela grande maioria dos países onde 
tradicionalmente se cultiva a vinha, tendo sido já identificada em diversas 
regiões vitivinícolas de Portugal. Pensa-se que esta doença resulta da acção 
de diversos fungos actuando conjuntamente ou em sucessão. De entre estes, 
os mais frequentes são fungos mitospóricos do género Phaeoacremonium. 
Neste trabalho foram analisadas 14 estirpes deste género isoladas de videiras 
afectadas com esca e pertencentes às espécies P. chlamydosporum, P. 
aleophilum, P. angustius e P. viticola. 
Foram realizados estudos sobre alguns aspectos fisiológicos destas estirpes, 
nomeadamente a produção de enzimas extracelulares e sensibilidade a 
fungicidas. Todas as estirpes revelaram produzir actividade de protease, 
lipase, amilase, celulase, xilanase e pectinase. Adicionalmente as estirpes de 
P. aleophilum, P. angustius e P. viticola produzem lacase e pectato liase. 
Todas as estirpes revelaram também maior sensibilidade aos fungicidas 
tiabendazol e carbendazima, do que ao zirame e ao arsenito de sódio. 
Neste estudo foram ainda aplicados métodos moleculares no intuito de 
estabelecer metodologias que permitam uma identificação/classificação rápida 
e fidedigna de novos isolados, bem como a tipificação e avaliação do grau de 
diversidade genómica destes. Foram também aplicados métodos moleculares 
na tentativa de contribuir de algum modo para o esclarecimento da posição 
taxonómica deste género. 
Uma abordagem à separação do cariótipo destes organismos por electroforese 
em campo pulsado (PFGE) demonstrou que o cariótipo dos organismos 
classificados como P. chlamydosporum, é substancialmente diferente do 
cariótipo dos organismos pertencentes às restantes espécies. Métodos 
moleculares direccionados para regiões conservadas no genoma parecem ser 
os mais adequados para uma identificação ao nível da espécie. Assim, a 
análise de ribotipagem, utilizando a ER BamHI, e a amplificação da região 
ITS2 por PCR, seguida de digestão com a ER NciI (ITS-ARDRA) revelaram 
capacidade para aplicação na identificação de novos isolados. Os métodos de 
rep-PCR e MSP-PCR permitem a tipagem e avaliação do grau de diversidade 
genómica de isolados/estirpes. 
Os resultados da caracterização genotípica permitem verificar que a espécie P. 
chlamydosporum é muito diferente das espécies P. aleophilum, P. angustius e 
P. viticola, o que está de acordo com a sua reclassificação no novo género 
Phaeomoniella. De igual modo, e tal como descrito, os resultados obtidos 
indicam também que as espécies P. aleophilum e P. angustius são idênticas. 
Foi ainda clonado e sequenciado um fragmento de sintetase de quitina de 
cada uma das estirpes de P. chlamydosporum. Nas restantes espécies não foi 
possível detectar fragmentos homólogos a este. 
A análise da sequência nucleotídica e de a.a. deduzida revelou tratar-se de 
uma sintetase de quitina de classe I. A análise filogenética desta sequência 
mostra que P. chlamydosporum forma um grupo à parte das restantes 
espécies analisadas. De todas estas, P. chlamydosporum está aparentemente 
mais próxima de espécies de ascomicetos, tais como A. niger, A. nidulans, B. 
dermatitidis e H. capsulatum. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
abstract 
 
Esca syndrome is one of the most destructive diseases of grapevine (Vitis 
vinifera L.). This disease is widespread in the vast majority of countries where 
vines are grown, and was already identified in several Portuguese regions. 
Apparently it results from the action of several fungi acting in combination or 
forming a succession of microorganisms. Among these, the most frequent are 
mitosporic fungi of the genus Phaeoacremonium. 
In this work, 14 strains of this genus isolated from esca affected grapevines 
and belonging to the species P. chlamydosporum, P. aleophilum, P. angustius 
and P. viticola were studied. 
Studies on some physiological aspects were directed to the production of 
extracellular enzymes and sensitivity to fungicides. All strains exhibited lipase, 
amylase, cellulase, xylanase and pectinase activities. Additionally strains from 
P. aleophilum, P. angustius and P. viticola produced laccase and pectate lyase. 
All strains also revealed greater sensitivity to fungicides thiabendazol and 
carbendazim than to ziram or sodium arsenite. 
Molecular methods were used in this work aiming to establish methodologies 
that allow an easier and more reliable identification/classification of new 
isolates, and also the typing and evaluation of genetic diversity of these 
isolates. We also used molecular methods that may help shedding some light 
into the taxonomy of these fungi. 
An approach to the separation of the karyotype of these organisms using 
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was made. It was possible to show that 
the electrophoretic karyotyope of P. chlamydosporum is considerably different 
from the electrophoretic karyotyope of the remaining species of the genus. 
Molecular methods directed to conserved regions in the genome seem to be 
the most adequate to identification at species level. So, ribotyping using BamHI 
and the PCR amplification of ITS2 region followed by NciI digestion of amplified 
products (ITS -ARDRA) appear as good methods to be applied in the 
identification of new isolates. rep-PCR and MSP-PCR allow the typing and 
evaluation of genetic diversity of isolates/strains. 
The results from the genetic characterisation allowed us to verify that P. 
chlamydosporum is very different from P. aleophilum, P. angustius and P. 
viticola. This is in agreement with it’s reclassification in the new genus 
Phaeomoniella. In the same way and as described, the results obtained show 
that the species P. aleophilum and P. angustius  are identical. 
A chitin synthase DNA fragment was cloned and sequenced for all P. 
chlamydosporum strains. In all other species it was not possible to detect 
homologues of this fragment. 
The nucleotide and deduced amino acid sequence analysis revealed that this 
fragment belonged to a class I chitin synthase. The phylogenetic analysis 
based on this sequence revealed that P. chlamydosporum forms a group 
distinct from the other species analysed. Nevertheless, among these P. 
chlamydosporum seems more closely related to ascomycetes like A. niger, A. 
nidulans, B. dermatitidis and H. capsulatum. 
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ABREVIATURAS PARA OS AMINOÁCIDOS: 
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1. Introdução 
 
 
 
1. O género Phaeoacremonium 
1.1 Descrição do género 
O microrganismo mais frequentemente associado a uma doença em videiras na 
Província do Cabo (África do Sul) foi identificado como Phialophora parasitica  Ajello, Georg et 
C. J. K. Wang (Ferreira et al., 1994 in Crous et al., 1996). Esta espécie foi originalmente isolada 
de uma infecção subcutânea desenvolvida por um paciente submetido a um transplante de rim 
(Ajello et al., 1974 in Crous et al., 1996). No entanto, este fungo tinha já sido associado 
anteriormente a doenças de diversas plantas (ver Crous et al., 1996; Crous & Gams, 2000). 
Os géneros Acremonium Link:Fr. e Phialophora Medlar são geralmente considerados 
como sendo heterogéneos (ver Crous et al., 1996; Gams, 2000). As estruturas usadas na 
diferenciação das espécies pertencentes a ambos os géneros são pouco diferenciadas. Por este 
motivo, e devido à falta de culturas de muitas das espécies, houve a tendência de colocar 
estirpes intermédias num ou noutro género. 
Com o acumular de cada vez mais isolados de Phialophora parasitica e fungos idênticos, 
tornou-se óbvio que estes formam um conjunto de espécies relacionadas e morfologicamente 
bem definidas (Crous et al., 1996; Crous & Gams, 2000). Numa análise de RFLP’s e de 
sequências nucleotídicas de rDNA de várias estirpes identificadas como P. parasitica, Yan et al. 
(1995) mostraram que esta espécie representa um conjunto heterogéneo de taxa , que não estão 
relacionados com outras espécies classificadas no género Phialophora. 
Em 1996, Crous et al. analisaram um conjunto de estirpes obtidas da colecção de 
culturas CBS e classificadas como P. parasitica, e criaram o género Phaeoacremonium W. 
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Gams, Crous et M. J. Wingfield. Este novo género de hifomiceto possui características 
morfológicas intermédias entre os géneros Acremonium e Phialophora. As estirpes de 
Phaeoacremonium distinguem-se de Phialophora pois possuem fiálides aculeadas com pequenos 
colares quase imperceptíveis, assemelhando-se a uma forma pigmentada de Acremonium, daí o 
nome Phaeoacremonium (Crous et al., 1996; Crous & Gams, 2000). Além da espécie tipo (P. 
parasiticum), Crous et al (1996) descreveram cinco novas espécies (P.aleophilum, P. angustius, P. 
chlamydosporum, P. inflatipes e P. rubrigenum) (ver tabela I.1). 
Num estudo realizado por Dupont et al. (1998) foi analisado um conjunto de isolados 
obtidos de videiras, cujas características não permitiam a sua inclusão em nenhuma das 
espécies anteriormente descritas para o género Phaeoacremonium. Mais recentemente (Dupont et 
al., 2000a e b), estes isolados foram reanalisados. Foram encontradas diferenças fisiológicas 
significativas entre estes isolados e as restantes espécies de Phaeoacremonium. Com base nestes 
resultados, e na análise da região ITS do rDNA e do gene que codifica para a ? -tubulina, 
Dupont et al. (2000a e b) descreveram uma nova espécie (P. viticola) para acomodar os 
referidos isolados (ver tabela I.1). 
De salientar que, estirpes pertencentes às diferentes espécies têm sido isoladas de 
videiras doentes. Três espécies (P. parasiticum, P. inflatipes e P. rubrigenum) têm também sido 
isoladas de material médico (Padhye et al., 1998; Heath et al., 1997; Matsui et al., 1999). No 
entanto, não parece existir qualquer especialização para a patogenicidade em relação ao 
Homem, uma vez que estas têm também sido isoladas de plantas (Crous et al., 1996; Crous & 
Gams, 2000; Larignon et al., 2000). 
 
1.2 Classificação e situação taxonómica 
O género Phaeoacremonium pertence à classe dos Hifomicetos, incluída no grupo dos 
fungos mitospóricos (Deuteromycotina, Deuteromicetos, Fungi Imperfecti). Os fungos 
mitospóricos representam o segundo maior grupo de fungos, e englobam alguns dos mais 
comuns e importantes fungos, nomeadamente fitopatogénicos e fungos de interesse 
económico e industrial (e.g. Penicillium, Aspergillus, Trichoderma e Fusarium) (Hawksworth et al., 
1995; Deacon, 1997). Este grupo inclui todos aqueles fungos que não possuem, ou para os 
quais nunca foi descrito um estágio sexual. Actualmente existem indícios que apontam para a 
possibilidade de existência de recombinação sexual no género Phaeoacremonium (Tegli et al., 
2000a; Péros et al., 2000). 
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A identificação das diferentes espécies de Phaeoacremonium é baseada, essencialmente, 
em aspectos morfológicos das estruturas reprodutoras (conidióforos, células conidiógenas e 
conídios) e em características apresentadas pelos isolados em cultura (cor do micélio, 
temperaturas cardinais, produção de pigmentos) (Crous et al., 1996; Dupont et al., 1998 e 
2000a e b). 
 
Tabela I.1. Espécies pertencentes ao género Phaeoacremonium. 
Espécie Substratos Referências 
P. aleophilum W. Gams, Crous, M. J. Wingf. et L. Mugnai 
 
Actinidia chinensis  
Olea europaea  
Vitis vinifera 
Actinidia deliciosa 
 
Crous et al., 1996 
Dupont et al., 1998 
Crous & Gams, 2000 
Di Marco et al., 2000b 
P. angustius W. Gams, Crous et M. J. Wingf. 
 
Vitis vinifera  
Olea europaea 
 
Crous et al., 1996 
Crous & Gams, 2000 
P. chlamydosporum W. Gams, Crous, M. J. Wingf. et L. Mugnai Vitis vinifera  
Actinidia chinensis  
Actinidia deliciosa 
Crous et al., 1996 
Dupont et al., 1998 
Crous & Gams, 2000 
Di Marco et al., 2000b 
 
P. inflatipes W. Gams, Crous et M. J. Wingf. Homem - infecções 
Nectandra sp. 
Quercus virginiana 
Sorbus intermedia 
Actinidia chinensis  
Olea europaea 
Vitis vinifera 
Actinidia deliciosa 
Solo 
 
Padhye et al., 1998 
Crous et al., 1996 
Crous & Gams, 2000 
Larignon et al., 2000 
Di Marco et al., 2000b 
P. parasiticum (Ajello, Georg et C. J. K. Wang) W. Gams, Crous 
et M. J. Wingf. 
Homem - infecções 
Prunus armeniaca 
Quercus virginiana 
Actinidia chinensis  
Olea europaea 
Vitis vinifera 
 
Heath et al., 1997 
Crous et al., 1996 
Dupont et al., 1998 
Crous & Gams, 2000 
Larignon et al., 2000 
 
P. rubrigenum W. Gams, Crous et M. J. Wingf. Homem - infecções 
Phoenix dactylifera 
Fraxinus excelsior 
Actinidia chinensis  
Vitis vinifera 
Actinidia deliciosa 
 
Matsui et al., 1999 
Crous et al., 1996 
Crous & Gams, 2000 
Larignon et al., 2000 
Di Marco et al., 2000b 
P. viticola J. Dupont Vitis vinifera Dupont et al., 2000a 
Dupont et al., 2000b 
 
Estudos moleculares baseados na análise de sequências nucleotídicas correspondentes 
à região ITS do rDNA (Dupont et al., 1998), revelaram alguma heterogeneidade entre as 
espécies pertencentes ao género Phaeoacremonium. Os autores sugeriram que, para assegurar a 
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monofilia do género Phaeoacremonium, a posição taxonómica de P. chlamydosporum deveria ser 
reconsiderada. Aparentemente, o seu estado anterior como membro do género Phialophora 
seria o mais adequado, devido às semelhanças morfológicas e moleculares com a espécie tipo 
do género, P. verrucosa. De igual modo, devido à elevada semelhança das sequências 
nucleotídicas (99% de semelhança) da região ITS, é sugerida a conspecificidade de P. aleophilum 
e P. angustius, apesar de P. angustius se distinguir de P. aleophilum pela incapacidade de crescer a 
35ºC e pela forma e dimensões das conídios (Crous et al., 1996). 
Mais recentemente (Dupont et al., 2000a e b), com base em caracteres fenotípicos, e na 
análise da região ITS do rDNA e do gene que codifica para a ? -tubulina, a conspecificidade de 
P. aleophilum e P. angustius foi confirmada. Um outro estudo levado a cabo por Crous & Gams 
(2000) veio confirmar os dados referidos anteriormente. Morfologicamente foram também 
observadas várias diferenças entre P. chlamydosporum e as outras espécies de Phaeoacremonium. P. 
chlamydosporum apresenta conidióforos verde/castanho, com células conidiógenas verde claro a 
hialinas. Os isolados desta espécie produzem clamidosporos em cultura. Contrariamente ao 
observado nas outras espécie de Phaeoacremonium os conídios não são dimórficos e hialinos, 
mas antes direitos, oblongo-elipsóides a obovados e de cor castanho claro. 
Em cultura, isolados recentes apresentam cor branca com um crescimento idêntico ao 
de uma levedura, formando mais tarde colónias verde escuro (Crous & Gams, 2000). Foi 
também observado em certas condições o desenvolvimento de um sinanamorfo idêntico a 
Phoma  (Crous et al., 1996; Crous & Gams, 2000). Este tipo de fases de crescimento e 
pleomorfismo, embora tenham sido observados em membros do complexo Phialophora, nunca 
o foram nas espécies de Phaeoacremonium sensu stricto (Crous & Gams, 2000). 
Com base nas diferenças moleculares, morfológicas e de aspectos dos isolados em 
cultura, foi descrito um novo género Phaeomoniella Crous et W. Gams, gen. nov. para 
acomodar P. chlamydosporum sob a designação Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, 
Crous, M. J. Wingf. et L. Mugnai) Crous & W. Gams, comb. nov. (Crous & Gams, 2000). 
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2. Síndroma da esca 
2.1 Sintomas da doença 
O síndroma da esca da videira é conhecido desde há muitos anos, sendo 
possivelmente tão velho quanto o próprio cultivo da vinha. A maioria das espécies de Vitis e 
cultivares de Vitis vinifera são susceptíveis a esta doença (Mugnai et al., 1999). 
Esta doença encontra-se bastante disseminada, tornando-se um problema sério nos 
países produtores de vinho. O síndroma da esca foi já registado nos seguintes países: Áustria 
(Reisenzein et al., 2000), Turquia (Ari, 2000), Austrália (Pascoe & Cottral, 2000), Portugal 
(Chicau et al., 2000), E.U.A. (Chiarappa, 1959), França (Larignon & Dubos, 1997), Itália, 
Hungria, Grécia, Espanha e Alemanha (Mugnai et al., 1999). 
Durante muitos anos pensou-se que a esca seria uma doença simples de videiras 
velhas, associada com a podridão branca, quase como uma consequência lógica do 
envelhecimento das plantas. Hoje em dia sabe-se que a esca é uma doença complexa que 
compreende um vasto conjunto de sintomas, alguns dos quais deram origem localmente a 
outros nomes para a doença. Na Califórnia, por exemplo, as pequenas manchas escuras, 
sintoma que ocorre nas uvas, deu origem ao nome “Black Measles” (Chiarappa, 1959). 
Noutros locais o murchar súbito das videiras no Verão recebe o nome de apoplexia (Mugnai et 
al., 1999). 
O síndroma da esca é uma doença complexa, cujos sintomas surgem de alterações 
estruturais e fisiológicas que não podem ser reduzidas a um simples esquema de causa e efeito. 
Consequentemente, sintomas idênticos podem ter causas diferentes (Mugnai et al., 1999). O 
desenvolvimento da doença pode ser de dois tipos, agudo ou crónico. 
O síndroma da esca crónico compreende sintomas que se desenvolvem no interior do 
tronco e ramos maiores, nos ramos mais pequenos, nas folhas e nos frutos. Em plantas 
adultas (8 a 10 anos ou mais) o sintoma mais comum no interior do tronco e ramos principais 
é a podridão branca, que converte a madeira numa massa esponjosa com um tom 
esbranquiçado a amarelado. Em secção transversal, os tecidos apodrecidos encontram-se 
frequentemente bordejados por uma linha espessa negra ou castanha escura, que os separa dos 
tecidos saudáveis. Por vezes, a podridão aproxima-se ou atinge a superfície originando fendas 
no tronco (Chiarappa, 1959; Mugnai et al., 1999). 
Variados sintomas de deterioração precedem ou ocorrem conjuntamente com a 
podridão branca: (I) em secção transversal observam-se manchas pequenas, negras ou 
castanho escuro, distribuídas de um modo esparso ou agrupadas em volta dos anéis anuais de 
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crescimento. Estas manchas em secção longitudinal aparecem como faixas ou colunas; (II) a 
partir destas manchas negras desenvolvem-se frequentemente áreas rosa ou vermelho 
acastanhado, principalmente no centro do tronco ou na margem dos tecidos necróticos, 
separando-os de tecidos aparentemente saudáveis; (III) áreas castanhas de textura variada 
encontram-se misturadas com os tipos de descoloração mencionados, frequentemente em 
sectores associados a grandes feridas (Mugnai et al., 1996 e 1999; Larignon & Dubos, 1997). 
A podridão branca no tronco de videiras jovens (menos de 8 a 10 anos) com sintomas 
foliares é observada muito raramente, observando-se no entanto, faixas castanhas ou negras e 
madeira castanha ou vermelho acastanhado (Mugnai et al., 1999). 
Os diferentes tipos de descoloração e deterioração são o resultado de várias alterações 
estruturais e fisiológicas: (I) alterações físicas e químicas causadas pela introdução de ar e água 
nas feridas, e pela reacção da videira ao ferimento (e.g.  degradação, oxidação, e escurecimento 
dos tecidos), (Mugnai et al., 1999); (II) alterações originadas por enzimas celulolíticas e 
lenhinolíticas produzidas pelos fungos associados ao síndroma da esca (Mugnai et al., 1997a); 
(III) tilose (formação de estruturas em forma de balão que bloqueiam os vasos condutores), 
induzida por substâncias reguladoras de crescimento; e oclusão vascular por géis e gomas 
produzidos por células do parênquima xilémico doentes, ou devido a compostos de elevado 
peso molecular produzidos pelo(s) agente(s) patogénico(s) (Sparapano et al., 1998; Mugnai et 
al., 1999); (IV) necrose das células do parênquima xilémico, como resultado da difusão de 
toxinas moleculares produzidas pelo(s) agente(s) patogénico(s) (Sparapano et al., 1998; 
Tabacchi et al., 2000; Evidente et al., 2000; Sparapano et al., 2000c), dos produtos de reacção do 
hospedeiro (metabolitos de “stress”, e.g. fitoalexinas), (Amalfitano et al., 2000), ou ambas. 
Os sintomas foliares (Fig. I.2) consistem em manchas arredondadas ou irregulares, 
verde claro ou cloróticas, entre as nervuras ou ao longo das margens das folhas. Estas 
manchas, inicialmente pequenas e escassas, expandem-se gradualmente e coalescem tornando-
se parcialmente necróticas, deixando por fim apenas uma pequena faixa de tecido verde ao 
longo das nervuras principais. Posteriormente, o tecido assume uma cor amarelo acastanhado 
ou vermelho acastanhado. Por vezes as áreas necróticas secam e destacam-se da folha 
originando margens irregulares (Chiarappa, 1959; Mugnai et al., 1999). Outros sintomas tais 
como o clarear, enrugar, reluzir ou distorção da lâmina da folha são menos comuns 
(Chiarappa, 1959). 
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Figura I.1. Secções longitudinal (A) e transversal (B) do tronco de uma videira afectada com esca. Nas 
imagens é possível notar alguns dos sintomas característicos da doença. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.2. Sintomas foliares numa videira afectada por esca. (A) vinha da região da Bairrada; (B) 
pormenor de uma folha exibindo padrões característicos da doença. 
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Parece provável que os sintomas foliares sejam causados principalmente por 
substâncias originadas na madeira descolorada do tronco e ramos, e que são translocadas para 
as folhas na corrente de transpiração. Estas substâncias podem ser produtos de reacção da 
madeira, metabolitos fitotóxicos excretados pelos fungos associados ao síndroma da esca, ou 
uma combinação de ambos (Sparapano et al., 1998, 2000b e c; Tabacchi et al., 2000; Evidente et 
al., 2000; Amalfitano et al., 2000). Os sintomas nos rebentos e ramos caracterizam-se por 
crescimento fraco e tardio, e lenhificação reduzida. No Verão todos os rebentos de um ramo 
podem murchar (Mugnai et al., 1999). 
Os frutos apresentam também sintomas característicos de esca. A ocorrência de 
manchas nas uvas, por vezes sem acompanhar os sintomas foliares, é comum em plantas 
adultas e jovens, em particular nas cultivares brancas (Chiarappa, 1959; Mugnai, 1999). 
Pequenas manchas castanho escuro, violeta, ou púrpura desenvolvem-se mais ou menos 
abundantemente no epicarpo das uvas. Conjuntos de pequenas manchas encontram-se 
irregularmente dispersos, apesar de por vezes se distribuírem em bandas longitudinais. Mais 
raramente as manchas cobrem quase na totalidade a uva que se torna castanha ou violeta 
acinzentado (Chiarappa, 1959; Mugnai et al., 1999). Em videiras doentes os cachos exibem, por 
vezes, desenvolvimento tardio com baixo conteúdo em açúcar e sabor alterado, murcham 
lentamente nas partes distais, as uvas perdem turgescência e não amadurecem (Mugnai et al., 
1999). 
As manchas resultam do escurecimento e necrose de grupos de células epidérmicas e 
hipodérmicas junto à parte terminal de um vaso xilémico, e não se estendem aos tecidos 
subjacentes. Por vezes ocorrem fendas nos frutos que murcham e secam, sendo apodrecidos 
por fungos e bactérias (Mugnai et al., 1999). 
O síndroma da esca agudo, também chamado apoplexia, aparece subitamente durante 
o período de Verão. Videiras inteiras ou partes destas murcham rapidamente e morrem (nos 
casos mais severos). Folhas verdes aparentemente saudáveis, tornam-se verde pálido depois 
verde acinzentado e murcham rapidamente, secando em poucos dias. Os cachos murcham, 
escurecem e secam (Chiarappa, 1959; Mugnai et al., 1999). 
Uma série de factores ambientais e sazonais, nomeadamente aqueles capazes de 
provocar “stress” na planta (e.g.  nutrientes, fornecimento de água, temperatura), parecem 
contribuir para a expressão dos sintomas da esca (Ferreira et al., 1999; Mugnai et al., 1999). A 
poda frequente e extensiva cria condições favoráveis para o desenvolvimento da esca. A idade 
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da planta é também um factor crítico, pois é nas plantas mais velhas que os sintomas e danos 
se tornam mais comuns (Mugnai et al., 1999). 
Nos últimos anos têm sido descritos inúmeros casos de declínio de videiras jovens (e.g. 
Morton, 1997; Scheck et al., 1998a; Bertelli  et al., 1998, Pascoe & Cottral, 2000, Rego et al., 
2000). Entre os sintomas apresentados pelas plantas destacam-se: crescimento desigual e 
reduzido (atrofiado, raquítico); calibre do tronco reduzido, por vezes o calibre do porta 
enxerto inferior ao do enxerto, e falha do processo de enxertia; entrenós mais curtos que o 
normal; folhagem reduzida, clorose intervenal seguida de necrose e desfoliação precoce; 
escurecimento dos elementos vasculares (faixas negras ou castanho escuro, que em secção 
transversal aparecem como pontos); tilose; maturação desigual da madeira; redução da 
biomassa radicular total, baixo número de raízes adventícias e lesões necróticas. 
Nos ramos das plantas doentes, quando cortados, observa-se a exsudação de uma 
goma escura. Este sintoma deu origem ao nome “Black Goo” (Morton, 1997), pelo qual esta 
condição é conhecida na Califórnia. Todos estes sintomas acabam por conduzir à morte da 
planta, ocorrendo por vezes um colapso súbito desta. 
Uma das características extraordinárias da esca é a descontinuidade da expressão dos 
sintomas externos de ano para ano. As plantas comportam-se de um modo completamente 
errático. Plantas fortemente sintomáticas num dado ano, podem crescer e produzir quase 
normalmente no ano seguinte, e vice-versa (Mugnai et al., 1999). 
 
2.2 Etiologia da doença: o papel de Phaeocremonium 
Apesar das observações de vários investigadores durante mais de um século, a etiologia 
da esca é ainda controversa, e vários fungos têm sido associados com esta. Ravaz, em 1909, foi 
o primeiro a reconhecer a origem fúngica da doença, que até então era considerada como um 
declínio de origem fisiológica, em particular a forma aguda (apoplexia), (Mugnai et al., 1996). 
Dois basidiomicetos, Stereum hirsutum (Willd.) Pers. e Fomitiporia punctata (Fr.) Murrill 
(anteriormente Phellinus igniarius (L.:Fr) Quél ou P. punctatus (P. Karst.) Pilát.), são 
frequentemente associados com a podridão branca das videiras afectadas com esca (Mugnai et 
al., 1996, Fischer, 2000). F. punctata é encontrado mais frequentemente que S. hirsutum, mas o 
papel deste último na doença não deve ser descurado (Reisenzein et al., 2000). 
Vários fungos mitospóricos, incluindo espécies indeterminadas de Cephalosporium, 
Acremonium e Phialophora, foram isolados com elevada frequência da madeira de videiras 
doentes com esca (e.g. Chiarappa, 1959). Estes fungos mitospóricos foram posteriormente 
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classificados num novo género, Phaeoacremonium como P. chlamydosporum e P. aleophilum (Crous 
et al., 1996). Destes, P. chlamydosporum é o mais comum na madeira vermelho acastanhado e nas 
faixas castanhas/negras, frequentemente em conjunto com P. aleophilum (Mugnai et al., 1996; 
Larignon & Dubos, 1997; Bertelli et al., 1998). 
As restantes espécies de Phaeoacremonium (P. angustius, P. inflatipes, P. parasiticum, P. 
rubrigenum e P. viticola) foram já também isoladas de videiras (Crous et al., 1996; Dupont et al., 
2000a e b; Larignon et al., 2000). Destas, P. angustius e P. inflatipes, embora em pequena escala, 
foram também já associadas ao síndroma da esca (Crous et al., 1996; Chicau et al., 2000). 
O ascomiceto Eutypa lata (Pers.: Fr.) Tul. & C. Tul. (forma anamórfica Libertella 
blepharis A. L. Smith) é também frequentemente isolado de madeira de videiras afectadas por 
esca (Mugnai et al., 1996; Larignon & Dubos, 1997; Ari, 2000; Péros et al., 2000; Pollastro et al., 
2000). Este fungo é no entanto a causa de uma doença distinta da esca, a eutipiose (“Eutypa 
dieback”), com uma sintomatologia própria (Fallot et al., 1997). 
Dois outros ascomicetos fitopatogénicos comumente isolados de videiras com esca 
são Botryosphaeria obtusa (Schwein.) Shoemaker (forma anamórfica Sphaeropsis malorum Berk.) e 
B. dothidea (Moug.: Fr) Ces. & De Not. (Mugnai et al., 1996; Larignon & Dubos, 1997). Estas 
duas últimas espécies estão frequentemente associadas à escoriose, provocada por Phomopsis 
viticola Sacc. (Phillips, 1998). 
A ideia que uma sucessão de fungos estaria envolvida no processo da doença da esca 
foi inicialmente proposta pelos investigadores franceses Larignon & Dubos (Larignon & 
Dubos, 1987 in Larignon & Dubos, 1997), que sugeriram que cada fungo estaria associado a 
um estágio de descoloração da madeira. Espécies de Phialophora, Cephalosporium e Eutypa foram 
consideradas como sendo os primeiros colonizadores da madeira ou fungos pioneiros, 
seguidos numa segundo fase por F. punctata e S. hirsutum. As estirpes de Cephalosporium e 
Phialophora, reclassificadas como P. chlamydosporum e P. aleophilum (Crous et al., 1996), foram 
então consideradas também por Larignon & Dubos como os principais fungos pioneiros 
(Larignon & Dubos, 1997). 
Aparentemente, os fungos pioneiros infectam o tecido e condicionam a madeira de 
modo a que esta possa ser atacada pelos fungos responsáveis pela sua degeneração. 
Alternativamente, estes últimos infectam o tecido mas a planta reage e a colonização é 
bloqueada pelas defesas do hospedeiro. Tais defesas são ultrapassadas pelos fungos pioneiros 
e a colonização prossegue. Em qualquer dos casos, os fungos pioneiros têm aparentemente a 
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função de destoxificar as substâncias antimicrobianas (e.g.  fitoalexinas) (e.g.  Amalfitano et al., 
2000) pré e pós infecção (Larignon & Dubos, 1997; Mugnai et al., 1997b). 
Observando ao microscópio a madeira escurecida foi possível verificar que a primeira 
reacção do xilema ao avanço dos fungos consiste, regra geral, em tilose e massas de goma 
escura preenchendo o lúmen dos elementos xilémicos (Bertelli et al., 1998; Mugnai et al., 1999). 
Estas estruturas em forma de balão têm por objectivo impedir a translocação dos fungos. No 
entanto, este mecanismo de defesa assim como a produção de géis e gomas impede também a 
passagem de água e minerais para as restantes partes da planta (Ferreira et al., 1999; Fourie et 
al., 2000). 
Até à data, infecções artificiais com F. punctata  e S. hirsutum, bem como, com P. 
chlamydosporum e P. aleophilum foram incapazes de reproduzir de uma forma consistente a 
totalidade dos sintomas de esca, em particular os sintomas foliares (Chiarappa, 1959, Larignon 
& Dubos, 1997; Reisenzein et al., 2000; Sparapano et al., 2000a e b). 
Num estudo recente, observaram-se sintomas foliares de esca quando filtrados de 
cultura (ou porções destes) de três fungos associados com a doença, foram absorvidos por 
folhas de videira arrancadas da planta (Evidente et al., 2000; Sparapano et al., 2000c) e também 
injectados em ramos de videiras (Sparapano et al., 2000c). Os mesmos sintomas surgiram após 
a infiltração de culturas líquidas de P. chlamydosporum em ramos (Sparapano et al., 2000b). 
Polissacarídeos (pululanos), polímeros lineares (homoglucanos) de ? -1,4-glucano 
foram purificados de culturas de dois dos fungos (Phaeoacremonium), e revelaram-se não 
selectivamente tóxicos para videiras e outras plantas, produzindo sintomas foliares similares 
aos observados em videiras afectadas pela doença (Sparapano et al., 1998; Sparapano et al., 
2000c). Estes polissacarídeos poderão ser os responsáveis pelo sintoma conhecido por “black 
goo” (seiva com tom negro) (Morton, 1997). Estes polímeros foram também purificados a 
partir de madeira exibindo faixas castanhas ou negras, infectada por P. chlamydosporum 
(Sparapano et al., 2000c). 
Em relação aos fungos envolvidos na esca foram já isolados de culturas destes fungos 
diversos metabolitos fitotóxicos. No entanto, o papel destes metabolitos no desenvolvimento 
da esca não está ainda completamente esclarecido (Tabacchi et al., 2000; Evidente et al., 2000; 
Sparapano et al., 2000c). Sabe-se também que o ascomiceto E. lata sintetiza um metabolito 
fitotóxico designado por eutipina, com elevada toxicidade para videiras (Fallot et al., 1997; 
Tabacchi et al., 2000). 
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O modo como estes fungos atingem a planta e a infectam não está ainda 
completamente esclarecido (Larignon et al., 2000). Aparentemente, S. hirsutum e F. punctata 
disseminam-se por via aérea através de basidiosporos, colonizando feridas na superfície da 
videira (Mugnai et al., 1999; Reisenzein et al., 2000). 
Em relação a P. chlamydosporum e espécies congéneres, a infecção da planta ocorre 
através de feridas resultantes de enxertos, da poda ou outras. Larignon et al. (2000) mostraram 
que P. chlamydosporum e P. aleophilum produzem conídios que são disseminados por via aérea. A 
entrada de P. chlamydosporum na planta ocorre através de feridas nos troncos ou ramos 
originadas pela poda. Esta hipótese parece não ser viável para P. aleophilum, pois os conídios 
deste fungo parecem ser disseminados apenas durante o período de crescimento vegetativo da 
planta. No entanto, este é capaz de infectar feridas na planta (Larignon et al., 2000). 
Outra possibilidade é que as espécies de Phaeoacremonium estejam já presentes no 
material de propagação (Scheck et al., 1998; Larignon et al., 2000; Morton, 1997; Pascoe & 
Cottral, 2000; Rego et al., 2000; Whiting et al., 2001) obtido de videiras mãe, existindo como 
endófitos (Whiting et al., 2001) ou como infecções num estado mais ou menos latente, ou de 
outro material que foi infectado durante o processo de preparação e armazenamento. A sua 
presença em videiras jovens antes da plantação corrobora esta hipótese (Bertelli et al., 1998). 
Alguns dos fungos mitospóricos associados com a esca estão também envolvidos no 
declínio de videiras jovens, associados com faixas castanhas e produção de goma escura. Estes 
casos foram registados em diferentes países nomeadamente E.U.A. (Scheck et al., 1998a; 
Morton,1997), Austrália (Pascoe & Cottral, 2000), Itália (Bertelli et al., 1998) e também 
Portugal (Rego et al., 2000; Chicau et al., 2000), e sob diferentes nomes, entre os quais “Black 
Goo” (Morton, 1997), “Phaeoacremonium grapevine decline” ou “young grapevine decline” 
(Scheck et al., 1998). Na África do Sul, o declínio lento de videiras jovens (“slow dieback”) foi 
inicialmente associado com P. parasitica  (Ferreira et al., 1994 in Crous et al., 1996), actualmente 
P. chlamydosporum. Actualmente esta doença é designada “Petri grapevine decline” (Mugnai et 
al., 1999). 
Com base no conhecimento e dados experimentais actuais, e considerando apenas 
aquelas espécies de fungos que mais provavelmente estão envolvidas na doença (P. 
chlamydosporum, P. aleophilum e F. punctata), pode ser considerado que estes fungos produzem 
síndromas distintos (ver Mugnai et al., 1999). 
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2.3 Tratamento e prevenção da doença 
Várias características da esca dificultam a eficiência das estratégias de controlo da 
doença. Os aspectos mais importantes são: o tipo de microrganismos envolvidos, o tempo 
necessário para o aparecimento dos sintomas foliares, a correlação entre os sintomas foliares e 
a deterioração da madeira, e a natureza errática da doença (Di Marco et al., 2000a). 
O controlo químico da esca é ainda levado a cabo pela aplicação de arsenito de sódio 
durante o período de dormência invernal (Chiarappa, 1959; Larignon & Dubos, 1997), pelo 
menos em França, Portugal, e Espanha, onde o seu uso não foi banido (Mugnai, 1999; Mugnai 
et al., 1999; Di Marco et  al., 2000a). Apesar do modo de acção dos arsenitos não estar 
completamente compreendido, estes são os únicos compostos que previnem ou limitam os 
sintomas da esca (ver Di Marco et al., 2000a; Mugnai, 1999; Mugnai et al., 1999). 
Devido à sua elevada toxicidade os arsenitos têm sido banidos em vários países. Entre 
os efeitos mais nocivos destacam-se o efeito carcinogénico, o impacto no ambiente e a 
acumulação na cadeia alimentar. Por estes motivos, mesmo nos países onde estes compostos 
são permitidos foram colocadas restrições ao seu uso, de modo a minimizar os efeitos 
(Mugnai, 1999; Di Marco et al., 2000a). Em países como a Alemanha, Grécia e Itália, onde os 
arsenitos foram substituídos por fungicidas menos eficientes, ocorreu um ressurgimento 
dramático da doença. No entanto, mesmo nos países onde o uso restrito de arsenito de sódio 
é ainda permitido a esca encontra-se disseminada (Mugnai et al., 1999). 
Outros compostos químicos têm sido testados (Di Marco et al., 2000a, Reisenzein et al., 
2000), mas não são realmente eficientes no controlo da esca. Foram realizadas tentativas, sem 
sucesso, de controlo biológico aplicando uma suspensão de esporos de Trichoderma viride nas 
feridas frescas resultantes da poda (ver Mugnai et al., 1999; Di Marco et al., 2000a). 
Para o material de propagação foi sugerido também um tratamento com água quente, 
de modo a minimizar a possibilidade de transferência da doença para a vinha (Delaine, 1998 in 
Fourie et al., 2000). Recentemente, Whiting et al. (2001) mostraram que este tratamento não é 
absolutamente eficaz em relação a espécies de Phaeoacremonium. 
Os métodos de cultivo tradicionais permanecem assim essenciais para assegurar a 
sanidade das vinhas e manter as perdas ao mínimo. Estes métodos incluem, em primeiro lugar, 
assegurar que o material de propagação provém de plantas sem sintomas. Em vinhas já 
estabelecidas, as videiras podem ser tratadas excisando a madeira podre e protegendo as 
feridas resultantes (Mugnai et al., 1999). 
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As plantas saudáveis requerem medidas essenciais para minimizar o risco de infecção 
ou reinfecção: (i) evitar grandes feridas, e proteger as que são feitas com um verniz protector 
ou com um tecido contendo um fungicida de largo espectro (cobre, manebe, flusilazol, 
carbendazima) (Mugnai et al., 1999; Larignon et al., 2000; Di Marco et al., 2000a); (ii) tratar as 
videiras com fungicidas ou compostos de cobre após uma congelação severa, de modo a 
proteger as feridas dos agentes patogénicos (Mugnai et al., 1999; Di Marco et al., 2000a). 
Após o aparecimento de sintomas foliares: (i) marcar as videiras afectadas com esca 
(Di Marco et al., 2000a); (ii) podar em primeiro lugar as vinhas com aspecto saudável em 
detrimento daquelas com aspecto suspeito, e limpar todos os instrumentos de poda após cada 
operação, submergindo-os numa solução desinfectante (formol, lixívia, sulfato de cobre) 
(Mugnai et al., 1999; Ari, 2000; Di Marco et al., 2000a); (iii) remover da vinha ou queimar os 
resíduos resultantes da poda, bem como as plantas mortas e todo o material resultante de 
operações de limpeza (Mugnai et al., 1999; Ari, 2000; Di Marco et al., 2000a); (iv) podar as 
plantas mais tardiamente, pois foi demonstrado que deste modo as feridas ficam susceptíveis a 
infecção por P. chlamydosporum durante um menor período de tempo (Larignon et al., 2000; 
Larignon & Dubos, 2000 e 2001). 
Como medida sanitária, no Outono e Inverno, as videiras afectadas podem ser 
cortadas 5 a 10 cm abaixo da madeira podre ou descolorada, protegendo o corte como 
descrito. Na Primavera seguinte a planta rebenta novamente substituindo a antiga planta 
doente (Mugnai et al., 1999; Di Marco et al., 2000a). Um método tradicional de cura aplicada 
desde tempos antigos e ainda usado pontualmente em algumas regiões do Mediterrâneo, 
consiste em cortar o tronco e mantê-lo aberto inserindo uma pedra, deixando a madeira 
apodrecida em contacto com o ar. Esta prática atrasa o desenvolvimento dos sintomas por um 
certo tempo (Mugnai et al., 1999). 
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3. Tipagem genética de fungos 
A correcta identificação e classificação de fungos é de extrema importância prática, não 
só no aspecto clínico mas também na fitopatologia, biodeterioração, biotecnologia e estudos 
ambientais. 
Os métodos usados na discriminação de géneros, espécies e estirpes de 
microrganismos podem ser divididos em métodos fenotípicos e genotípicos. Os métodos 
fenotípicos baseiam-se em fenómenos bioquímicos, fisiológicos e biológicos, enquanto os 
métodos genotípicos detectam polimorfismos ao nível dos ácidos nucleicos, ou variação alélica 
ao nível de enzimas. 
A classificação e identificação dos fungos recai essencialmente em critérios 
morfológicos (ver Hawksworth et al., 1995; Guarro et al., 1999). Como estas características são 
frequentemente muito limitadas para permitir a identificação, são aplicadas técnicas 
bioquímicas e fisiológicas, tal como no caso das leveduras. No entanto, estes métodos são 
laboriosos, morosos e variáveis, fornecendo uma resolução taxonómica limitada (Guarro et al., 
1999). 
A tipagem de estirpes de fungos, i.e., a capacidade de os identificar ao nível da espécie, 
e de discriminar entre indivíduos da mesma espécie conheceu grandes avanços nos últimos 
anos, tendo sido galvanizada por uma série de novos métodos que fazem uso da tremenda 
variação encontrada no DNA destes microrganismos (ver Bruns et al., 1991; Taylor et al., 1999; 
Soll, 2000). 
O uso crescente e a disponibilidade de técnicas moleculares de tipagem de fungos, 
abriu novas possibilidades nos campos da classificação, identificação e sistemática. O 
conhecimento sobre a filogenia e evolução deste grupo de microrganismos foi também 
grandemente ampliado. Um grupo particularmente beneficiado com o aparecimento destas 
técnicas é o dos fungos mitospóricos (Deuteromicetos), (Bruns et al., 1991; Guarro et al., 
1999). 
Qualquer método de tipagem genética deve permitir a diferenciação clara de estirpes, e 
principalmente, deve ter uma elevada reprodutibilidade. Nem todos os métodos moleculares 
de tipagem são igualmente eficientes, podendo diferir grandemente na sua capacidade de 
diferenciar estirpes (Olive & Bean, 1999; Soll, 2000). Como tal, a escolha do método a ser 
aplicado deve ser feita de acordo com a finalidade pretendida (e.g. identificação, diferenciação), 
entre outros aspectos, (reprodutibilidade, poder discriminatório, custos envolvidos, etc), (ver 
Olive & Bean, 1999). 
Introdução 
18 
3.1 Cariotipagem electroforética 
A invenção das técnicas de PFGE (“Pulsed Field Gel Electrophoresis”; Schwartz & 
Cantor, 1984), OFAGE (“Orthogonal-Field-Alternation Gel Electrophoresis”; Carle & Olson, 
1984), e variações destes sistemas, nomeadamente CHEF - “Contour-Clamped Homogeneous 
Electric Field Gel Electrophoresis” (Chu et al., 1986), TAFE (“Transverse Alternating Field 
Electrophoresis”; Gardiner & Patterson, 1988) e FIGE (“Field Inversion Gel 
Electrophoresis”; Carle et al., 1986), permitiu a separação de cromossomas de fungos em gel 
de agarose (ver Dewar et al., 1996). 
As células são tratadas com enzimas para remover a parede celular, e de seguida 
embebidas numa matriz de agarose que protege as moléculas grandes de DNA das forças que 
possam fragmentá-lo. Adiciona -se protease e detergente, e as células são incubadas para 
remover as membranas e digerir as proteínas (Dewar et al., 1996). 
Estas técnicas foram já aplicadas extensivamente na separação de cromossomas, i.e., 
na análise do cariótipo electroforético de diversas espécies de fungos (ver Dewar et al., 1996). 
Um dos resultados mais surpreendentes destes estudos é a elevada frequência de 
polimorfismos de tamanho de cromossomas (CLP’s – “Chromosomal Length 
Polymorphisms”) entre estirpes da mesma espécie (e.g. Masel et al., 1993; Dewar & Bernier, 
1995). 
A variação encontrada nos cariótipos electroforéticos deve-se a uma série de 
fenómenos, nomeadamente a perda de cromossomas dispensáveis, variação no tamanho e 
arranjo dos genes (mesmo nas espécies sexuadas), entre outros (Masel et al., 1993; Dewar & 
Bernier, 1995). Esta variabilidade intraespecífica dos cariótipos electroforéticos torna esta 
técnica especialmente indicada para estudos de populações, e de tipagem de leveduras e 
fungos filamentosos (Alves-Santos et al., 1999; Caten et al., 2000; Bai et al., 2000). 
A resolução do cariótipo electroforético como método de “fingerprinting” aumentou 
dramaticamente com a digestão prévia dos cromossomas com endonucleases de restrição de 
baixa frequência de corte (Soll, 2000). 
Após separação do cariótipo electroforético, cromossomas específicos podem ser 
identificados por “Southern blot”, recorrendo a sondas de DNA específicas para determinadas 
regiões genómicas (Larraya et al., 1999; Cano et al., 1998). 
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3.2 Polimorfismos de restrição de DNA total – RFLP’s 
Esta técnica, designada polimorfismos de tamanho de fragmentos de restrição (RFLP’s 
- “Restriction Fragment Length Polymorphisms”), baseia-se na digestão do DNA com 
endonucleases de restrição (ER’s), e posterior separação dos fragmentos obtidos por 
electroforese em gel de agarose, originando padrões de restrição.  
As ER’s reconhecem sequências específicas de DNA, normalmente um palindroma de 
4-6 pb. Devido à elevada especificidade destas sequências a digestão de DNA com ER’s 
resulta num conjunto reprodutível de fragmentos. A alteração das sequências reconhecidas, 
por substituição de nucleótidos (mutação), inserções ou delecções, ou para algumas enzimas 
metilação dos nucleótidos (desde que se trate de DNA genómico e não amplificado ou 
clonado) pode resultar na perda ou ganho de locais de restrição e mudar assim o padrão de 
fragmentos. Inserções ou delecções nas regiões entre locais de restrição também alteram o 
padrão obtido (Grant & Shoemaker, 1997; Taylor et al., 1999; Soll, 2000). 
Os padrões de restrição obtidos podem ser característicos ao nível da espécie ou 
mesmo da estirpe, dependendo do grau de heterogeneidade genómica intraespecífica. Este é 
um dos primeiros métodos de tipagem de DNA utilizado para avaliar a relação entre estirpes 
de fungos (Olive & Bean, 1999; Soll, 2000), tendo sido já aplicado a uma grande variedade 
destes organismos. 
A detecção de fragmentos comuns a estirpes pertencentes a uma mesma espécie, ou 
mesmo perfis típicos de determinados grupos, tornam esta técnica de grande interesse 
taxonómico (Guarro et al., 1999). Assim, podem ser identificados fragmentos de restrição que 
passam a funcionar como marcadores moleculares diagnosticantes, por exemplo ao nível da 
espécie. 
A técnica de RFLP´s apresenta como vantagens o facto de ser altamente reprodutível e 
de não necessitar de informação prévia sobre a sequência de DNA. No entanto, tem a 
desvantagem de não permitir a análise de grande número de amostras, bem como de requerer 
quantidades relativamente elevadas de DNA de grande qualidade (Grant & Shoemaker, 1997). 
A estabilidade somática dos perfis de RFLP’s torna esta técnica altamente útil na 
identificação, e discriminação de fungos fitopatogénicos que se propagam assexuadamente 
(Weising & Kahl, 1997). 
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3.2.1 Análise directa  
Recorre-se à designação de RFLP’s directos, REA (“Restriction Endonuclease 
Analysis”) ou REDP’s (“Restriction Endonuclease Digestion Profiles”), quando se analisam 
directamente os perfis obtidos por electroforese. 
Embora esta análise seja dificultada pelo elevado número de fragmentos, é possível 
restringi-la a uma gama de pesos moleculares correspondentes à zona de maior resolução do 
gel (e.g.  Vanittanakon et al., 1996). Obviamente apresenta-se uma desvantagem, que é o facto 
de apenas uma fracção do genoma ser analisada (Soll, 2000). 
Tal como todos os genomas eucarióticos, os genomas dos fungos contêm genes de 
rRNA com sequências relativamente homólogas e regiões intergénicas. Os cistrões 
ribossomais eucarióticos estão normalmente agrupados num ou dois cromossomas. Os fungos 
também contêm múltiplas cópias do genoma mitocondrial. As sequências de rDNA, e em 
menor extensão as sequências de mtDNA, representam a maioria das bandas intensas num 
padrão de RFLP. Portanto, as comparações entre padrões de RFLP’s recaem, em muitos 
casos, essencialmente nas diferenças entre as bandas mais intensas (i.e., os fragmentos de 
rDNA), (Soll, 2000). 
É também possível purificar mtDNA e depois proceder à digestão deste com ER’s, 
obtendo assim um perfil com menor número de bandas e mais fácil de interpretar (e.g. 
Yamagishi et al., 1997). Neste caso do mtDNA a análise pode ser simplificada, eliminando o 
passo de purificação (Mochizuki et al., 1996). Recorre-se a endonucleases de restrição de 
elevada frequência de corte, que reconhecem sequências com 4 pb e ricas em G+C (e.g. Hae 
III, Cfo I, Hpa II). O DNA nuclear (rico em G+C) é digerido originando um elevado número 
de pequenos fragmentos (geralmente inferiores a 1Kb), enquanto o mtDNA (rico em A+T) 
surge como um perfil de bandas bem definidas, de peso molecular superior (e.g. Mochizuki et 
al., 1996). 
 
3.2.2 Análise indirecta 
A combinação da análise de fragmentos de restrição com hibridação, usando sondas 
específicas de modo a reduzir o número de bandas a analisar, é a versão mais utilizada desta 
técnica. 
Como os genes de rDNA estão presentes em várias cópias no genoma, a utilização dos 
rDNA’s 17-18S ou 25-28S como sondas permite detectar, após hibridação, vários fragmentos 
de restrição. Algumas partes desta região genómica são tão conservadas que mesmo sondas 
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heterólogas hibridam fortemente com elas, enquanto outras regiões genómicas variam 
consideravelmente, mesmo entre níveis taxonómicos próximos (Bruns et al., 1991; Olive & 
Bean, 1999; Soll, 2000). Esta variante dos RFLP’s recebe a designação de ribotipagem. 
O mtDNA é um dos elementos do genoma dos fungos mais estudado, tendo sido o 
primeiro alvo de estudos de análise de RFLP’s em taxonomia (Guarro et al., 1999). O elevado 
número de cópias do genoma mitocondrial, torna possível a visualização de fragmentos de 
restrição por hibridação do DNA total com sondas dirigidas para o mtDNA (Bruns et al., 
1991; Taylor et al., 1999; Soll, 2000). Os padrões de hibridação obtidos com sondas para 
mtDNA são mais complexos que aqueles gerados por sondas de rDNA (e.g. Hermosa et al., 
2000). 
Até à data, as sondas mais populares e melhor sucedidas (nos fungos) são aquelas que 
contêm sequências genómicas repetidas (repetições em “tandem” de um motivo básico), 
nomeadamente minisatélites (10-60 pb) e microsatélites (1-5 pb), estes últimos também 
designados SSR’s (“Simple Sequence Repeats”) ou STR’s (“Simple Tandem Repeats”). Estas 
sondas originam padrões com alguma complexidade e variabilidade (Meyer et al., 1991; 
Weising & Kahl, 1997; Taylor et al.,1999). O DNA do fago M13 pode também ser usado 
como sonda, numa abordagem designada por “M13 Southern Hybridization” (e.g.  Meyer et al., 
1991). 
 
3.3 Métodos baseados em PCR 
O advento da técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) (Saiki et al., 1988; Mullis 
& Faloona, 1987) trouxe grandes avanços para a tipagem genética de microrganismos. Esta 
técnica requer pequenas quantidades de DNA, permitindo a análise de pequenos números de 
células ou esporos, de material de herbário, ou mesmo de organismos extintos (Lee & Taylor, 
1990; White et al., 1990; Sogin, 1990). 
Com o surgimento da técnica de PCR foram desenvolvidos diversos métodos de 
tipagem genética de aplicação rotineira e que permitem a análise simultânea de um elevado 
número de amostras. De particular importância é a aplicação destes métodos na área clínica 
(van Belkum, 1994), nomeadamente em estudos epidemiológicos (e.g.  Radford et al., 1998). 
 
3.3.1 ARDRA 
Os genes ribossomais apresentam, devido à pressão selectiva à qual estão sujeitos, altos 
níveis de conservação em todos os organismos. Existem, no entanto, no interior dos 
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“clusters” ribossomais e entre “clusters” adjacentes, sequências intergénicas. Não codificando 
para qualquer rDNA, estas sequências estão sujeitas a uma pressão selectiva que, embora se 
mantenha elevada devido à contiguidade com os genes ribossomais, é inferior à que é exercida 
sobre estes mesmos (Sogin, 1990; White et al., 1990; Bruns et al., 1991; Olive & Bean, 1999). 
Podem encontrar-se nos genomas eucarióticos dois tipos destas regiões: as ITS 
(“Internal Transcribed Spacer”), que se encontram entre os três genes ribossomais e são 
transcritas, e as IGS (“Intergenic Spacer”), que se encontram entre dois “clusters” de rDNA 
adjacentes. Estas últimas podem ainda ser subdivididas em ETS (“External Transcribed 
Spacer”) e NTS (“Non-Transcribed Spacer”), consoante são ou não transcritas, 
respectivamente (Sogin, 1990; White et al., 1990; Bruns et al., 1991; Guarro et al., 1999). Em 
genomas bacterianos encontram-se também sequências ITS e IGS. No entanto, neste caso, 
estas últimas apenas ocorrem quando existem dois operões adjacentes e nunca são transcritas 
(Olive & Bean, 1999). A definição de “primers” universais eucarióticos (White et al., 1990) e 
procarióticos (Weisburg et al., 1991) para estas regiões permite a sua fácil obtenção por PCR. 
A técnica de ARDRA (“Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis”) consiste na 
análise por digestão com endonucleases de corte muito frequente (4 pb) de amplificados de 
sequências pertencentes aos “clusters” ribossomais (17-18S, 25-28S, ITS e IGS), (Olive & 
Bean, 1999; Guarro et al., 1999; Soll, 2000). Esta análise tem por objectivo pôr em evidência 
polimorfismos de sequência existentes entre eles, devidos quer a inserções quer a delecções 
que alterem o tamanho dos fragmentos, quer a mutações pontuais na sequência que alterem os 
sítios de reconhecimento da enzima. Esta técnica tem como vantagens a alta especificidade 
inerente ao tipo de sequências em estudo, e a resultante elevada reprodutibilidade. 
 
3.3.2 RAPD/AP-PCR/DAF 
Em 1990 dois grupos propuseram, independentemente, uma inovação nos métodos 
genómicos de diferenciação baseados em PCR. Williams et al. (1990) patentearam a técnica 
com a designação de RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) enquanto Welsh & 
McClelland (1990) propuseram a designação de AP-PCR (“Arbitrarily Pimed Polymerase 
Chain Reaction”). A designação DAF (“DNA Amplification Fingerprinting”) é também 
frequentemente encontrada (Caetano-Anollés et al., 1991 in Rafalski, 1997). 
Estas técnicas diferem no tamanho dos “primers” utilizados (10-15 bases para RAPD, 
15-20 bases para AP-PCR, e 5-8 bases para DAF), nas condições específicas de amplificação 
(ratio “primer”/DNA molde), separação e detecção dos produtos amplificados (Rafalski, 
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1997). Estas também produzem perfis de amplificação marcadamente diferentes, desde perfis 
simples (RAPD) a complexos (DAF), e detectam diferentes níveis de DNA polimórfico. 
Na técnica de RAPD é utilizado um único “primer” de sequência arbitrária que dirige a 
síntese simultânea de vários segmentos de DNA em diversos pontos do genoma, sob baixas 
condições de restringência. Para que ocorra amplificação, as duas sequências de DNA 
complementares ao “primer” deverão estar suficientemente próximas (menos de 4 Kb), 
(Rafalski, 1997; Olive & Bean, 1999; Soll, 2000). Nalguns casos poderão ser usadas 
combinações de pares de “primers” (Rafalski, 1997). Os fragmentos de DNA assim gerados 
poderão ser visualizados em gel de agarose. 
A natureza molecular do polimorfismo RAPD pode incluir: substituições nucleotídicas 
em particular no extremo 3’, que impedem a ligação do “primer” e amplificação; delecção do 
local de ligação; inserções que distanciam os locais de ligação impossibilitando a amplificação; 
inserções ou delecções que alteram o tamanho do produto de amplificação (Taylor et al., 
1999). O número e locais de ligação dos “primers” ao DNA variam de estirpes para estirpe 
(Olive & Bean, 1999). 
A sua maior limitação é a fraca reprodutibilidade inter e intra-laboratorial, pois o facto 
de utilizar “primers” de sequência arbitrária implica que as reacções decorram em condições 
de baixa restringência. Virtualmente qualquer aspecto da metodologia de PCR pode afectar a 
reprodutibilidade (ver Rafalski, 1997), desde o ratio “primer”/DNA molde, temperatura de 
reacção, concentração de magnésio, e inclusive a fonte da enzima Taq polimerase (Taylor et al., 
1999; Olive & Bean, 1999; Guarro et al., 1999; Soll, 2000). Geralmente, apenas bandas intensas 
e reprodutíveis são utilizadas na análise (Soll, 2000). 
Este método de tipagem tornou-se bastante popular devido à sua simplicidade e 
aplicabilidade a qualquer genoma (Rafalski, 1997), e tem sido aplicado com bastante sucesso a 
diferentes fungos (e.g. Tegli et al., 2000a; Pollastro et al., 2000; Péros et al., 2000). 
 
3.3.3 MSP-PCR 
No início dos anos 80 foi demonstrado que os genomas eucariotas são povoados por 
diferentes classes de sequências simples repetidas (Weising & Kahl, 1997). Essas sequências 
simples repetidas (“SSR - Simple Sequence Repeats” ou “STR - Simple Tandem Repeats”) 
também denominadas microsatélites, consistem em pequenas sequências com 1-5 nucleótidos 
repetidas em “tandem” (Vogel & Scolnik, 1997; Taylor et al., 1999). Estas sequências simples 
encontram-se distribuídas ao acaso e formam loci genéticos muito polimórficos, que uma vez 
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amplificados por PCR constituem a classe mais polimórfica de marcadores moleculares hoje 
disponível (Heath et al., 1993). 
No processo de amplificação destas regiões por PCR, denominado por MSP-PCR ou 
MP-PCR (“Microsatellite Primed Polymerase Chain Reaction”), utiliza-se um par de “primers” 
específicos (20 a 30 pb) complementares de sequências únicas que flanqueiam o microsatélite. 
Uma outra abordagem consiste na utilização de um oligonucleótido contendo uma sequência 
SSR como “primer”. Segmentos amplificados a partir destes locais quase invariavelmente 
apresentam um polimorfismo extensivo resultante da presença de diferentes números de 
elementos simples repetidos (Vogel & Scolnik, 1997; Taylor et al., 1999; Heath et al., 1993). Os 
polimorfismos devem-se a inserções ou delecções dos elementos repetidos na região do 
microsatélite (Vogel & Scolnik, 1997; Soll, 2000). 
Este método baseia-se em três princípios: qualquer elemento repetido está bastante 
representado e disperso no genoma; cópias adjacentes de um elemento repetido poderão estar 
em orientação inversa no genoma a uma distância amplificável por PCR (< 4 Kb); os 
polimorfismos resultarão de inserções ou delecções entre elementos repetidos conservados, ou 
da variação da sequência no local de ligação do “primer”. O número de produtos de 
amplificação gerados por PCR depende da frequência de ocorrência no genoma, do elemento 
repetido usado como “primer” (Vogel & Scolnik, 1997). 
A detecção de sequências SSR via PCR é feita em gel de poliacrilamida ou agarose de 
alta resolução, uma vez que é necessário um gel adequado para a separação de fragmentos que 
diferem poucos pares de bases. Nalguns casos, no entanto, um gel normal de agarose fornece 
uma resolução suficiente (Heath et al., 1993; Vogel & Scolnik, 1997). 
Uma das grandes vantagens desta técnica é a sua elevada reprodutibilidade, que resulta 
da alta restringência a que decorre a reacção de PCR, pois são utilizados “primers” 
relativamente longos (15 a 20 bases), (Vogel & Scolnik, 1997; Soll, 2000). Por outro lado, 
existe uma maior probabilidade de encontrar polimorfismos que noutras técnicas. 
 
3.3.4 rep-PCR 
Versalovic et al. (1991 e 1994) descreveram um método de “fingerprinting” baseado na 
amplificação via PCR de elementos de DNA repetitivos presentes nos genomas bacterianos 
(Stern et al., 1984; Lupski & Weinstock, 1992; van Belkum et al., 1998). Estes elementos 
repetitivos são análogos aos microsatélites encontrados nos genomas eucarióticos (van 
Belkum et al., 1998). 
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A técnica de rep-PCR faz uso de “primers” complementares de sequências de DNA 
repetitivas altamente conservadas, e presentes em múltiplas cópias nos genomas da maioria 
das bactérias Gram-negativas e várias Gram-positivas. Três famílias de sequências repetitivas 
foram identificadas, incluindo a sequência REP (“Repetitive Extragenic Palindromic”) de 35-
40 pb, sequência ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”) de 124-127 pb, e 
o elemento BOX de 154 pb (Versalovic et al., 1991 e 1994 ). 
Os elementos REP são sequências de 35-40 pb consistindo de seis posições 
degeneradas e um “loop” variável de 5 pb entre cada lado de um “stem” palindrómico 
conservado (Versalovic et al., 1991 e 1994). Estes elementos foram descritos em numerosas 
bactérias entéricas (Stern et al., 1984; Versalovic et al., 1991 e 1994; van Belkum et al., 1998). A 
natureza palindrómica dos elementos REP e a sua capacidade para formar estruturas “stem-
loop” conduziu à proposta de múltiplas funções para estes elementos dispersos altamente 
conservados (Stern et al., 1984; Lupski & Weinstock, 1992). 
As sequências ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus”) são um 
segundo grupo de sequências usadas na tipagem de DNA. As sequências ERIC são elementos 
de 124-127 pb que contêm uma repetição invertida central altamente conservada, e estão 
localizadas em regiões extragénicas do genoma bacteriano. Foram definidas, principalmente, 
com base em sequências obtidas de E. coli e S. typhimurium (Stern et al., 1984; Lupski & 
Weinstock, 1992; Versalovic et al., 1991 e 1994). 
Outros elementos são os elementos BOX de 154 pb, localizados em regiões 
intergénicas e que podem também formar estruturas “stem-loop” devido à sua simetria. São 
elementos repetitivos compostos de várias combinações de três subunidades de sequências 
referidas como boxA, boxB e boxC. As três subunidades têm tamanhos de 59, 45, e 50 
nucleótidos, respectivamente. Os elementos BOX não têm qualquer relação, em termos de 
sequência, com as sequências REP e ERIC (Versalovic et al., 1994). Inicialmente pensava-se 
serem únicos em S. pneumoniae, mas os elementos BOX têm sido encontrados em várias 
espécies bacterianas (van Belkum et al., 1998). 
Estas sequências parecem estar localizadas em posições intergénicas distintas, no 
interior do genoma (Stern et al., 1984; Versalovic et al., 1991). Os elementos repetitivos podem 
estar presentes em ambas as orientações, e os “primers” foram desenhados de modo a 
promover a síntese de DNA a partir da repetição invertida nos REP e ERIC, e da subunidade 
boxA nos BOX (Versalovic et al., 1991 e 1994), amplificando assim regiões genómicas 
distintas localizadas entre os elementos repetitivos. Os protocolos correspondentes são 
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designados REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR, e rep-PCR colectivamente (Versalovic et al., 
1991 e 1994). 
A amplificação com os “primers” REP ou ERIC pode ser efectuada com um só 
“primer”, ou com um ou vários conjuntos de “primers”. No caso do elemento BOX utiliza-se 
um único “primer”. A aplicação de diferentes abordagens a uma amostra aumenta o poder de 
discriminação (Versalovic et al., 1994; Olive & Bean, 1999). 
O método de tipagem designado por rep-PCR é extremamente fiável, reprodutível, 
rápido e altamente discriminativo (van Belkum et al., 1998). Esta técnica tornou-se uma 
ferramenta valiosa na identificação e classificação de bactérias, e em estudos epidemiológicos 
de patogénicos de humanos e fitopatogénicos . 
Apesar deste método ter sido desenvolvido especificamente para bactérias, a sua 
aplicação na tipagem de fungos foi já testada com sucesso (Versalovic & Lupski, 1996; Gillings 
& Holley, 1997a). 
 
3.3.5 AFLP 
Esta técnica foi desenvolvida por Vos et al. (1995) para análise de genomas de plantas, 
tendo já sido aplicada com sucesso na caracterização de bactérias e fungos (e.g. Rademaker et 
al., 2000; Majer et al., 1996). 
Os polimorfismos revelados pela análise de AFLP dependem de diferenças nos locais 
restrição, tal como os RFLP’s. No entanto, este processo requer apenas pequenas quantidades 
de DNA purificado (Savelkoul et al., 1999; Taylor et al.,1999). 
A técnica de AFLP conjuga a utilização de enzimas de restrição com a técnica de PCR 
para a obtenção de um perfil genómico. A amplificação dos fragmentos de restrição é 
acompanhada pela ligação de sequências adaptadoras aos extremos dos locais de restrição, que 
servem posteriormente como locais universais de ligação de “primers”. Na maioria dos casos, 
o número de fragmentos gerado é muito elevado, e portanto, os “primers” contêm no seu 
extremo 3’ um certo número de bases selectivas, que permitem a amplificação selectiva de 
fragmentos. O número de fragmentos a ser amplificado pode ser determinado pelo número de 
bases selectivas usadas nos “primers” de AFLP (Vos et al., 1995; Savelkoul et al., 1999). 
Esta técnica gera um número de fragmentos suficientemente grande para permitir a 
detecção de polimorfismos entre indivíduos pertencentes à mesma espécie ou à mesma 
estirpe, mas suficientemente pequeno (entre 50 a 100) para ser facilmente interpretável 
(Savelkoul et al., 1999). 
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Têm sido descritas variações desta técnica, uma com duas ER’s diferentes e dois 
“primers” para amplificação, e uma segunda com um só “primer” e uma ER (Olive & Bean, 
1999; Savelkoul et al., 1999). 
No primeiro caso (mais comum), a obtenção de um perfil AFLP começa pela digestão 
do DNA genómico em simultâneo com duas enzimas de restrição, uma reconhecendo uma 
sequência de 6 pb (enzima A, e.g. Eco RI) e outra reconhecendo 4 pb (enzima B, e.g. Mse I). 
Desta digestão resultam fragmentos com extremidades A/A, A/B e B/B. Procede-se de 
seguida à ligação, aos fragmentos obtidos, de adaptadores específicos contendo os locais de 
corte de cada enzima de restrição utilizada, e uma sequência homóloga a um local de ligação 
de um “primer” (Olive & Bean, 1999; Majer et al., 1996). 
A enzima de corte frequente é usada para gerar fragmentos pequenos que amplificam 
bem e estão dentro da gama óptima de tamanhos para separação em géis de sequenciação. A 
enzima de corte menos frequente limita o número de fragmentos a ser amplificados, pois a 
técnica de AFLP resulta na amplificação prefenrencial de fragmentos de restrição com dois 
extremos diferentes (adaptadores). Alternativamente, duas enzimas de corte pouco frequente 
podem ser utilizadas, resultando consequentemente em menos fragmentos amplificados 
(Savelkoul et al., 1999). 
Seguem-se dois passos de amplificação (pré-amplificação e amplificação selectiva) que 
vão permitir a redução do número de fragmentos gerados inicialmente pelas enzimas de 
restrição. A pré-amplificação garante a selectividade dos “primers”. O conhecimento da 
sequência dos adaptadores permite a utilização de “primers” específicos para cada um deles. 
Na extremidade 3’ desses “primers” podem existir entre 0 e 3 nucleótidos selectivos para a 
extremidade 5’ do fragmento. É esta selectividade que permite reduzir o número de 
fragmentos iniciais. A esta redução na amplificação soma-se ainda aquela que poderá ser 
obtida se a detecção dos fragmentos for feita marcando um dos “primers” da amplificação 
selectiva. A marcação de ambos os “primers” origina dupletos no gel (Savelkoul et al., 1999; 
Majer et al., 1996; Soll, 2000). 
A detecção dos fragmentos, após separação em gel de poliacrilamida, é geralmente 
feita por autoradiografia, implicando a utilização na amplificação selectiva de um “primer” 
marcado radioactivamente. Existem também métodos de detecção alternativos não 
radioactivos, que envolvem quer a utilização de “primers” marcados com fluorescência, quer a 
utilização de sondas para hibridação. Um outro procedimento, baseia-se na coloração directa 
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do DNA com nitrato de prata ou brometo de etídeo (Olive & Bean, 1999; Savelkoul et al., 
1999; Soll, 2000). 
A redução do número de bandas a analisar é particularmente vantajosa no caso dos 
eucariotas superiores com genomas mais complexos, como é o caso das plantas, organismos 
para os quais esta técnica foi inicialmente desenvolvida. Os genomas mais complexos 
necessitam de mais nucleótidos selectivos para reduzir o número de fragmentos amplificados. 
Nos genomas mais simples, o número de nucleótidos selectivos necessários é menor, devido 
ao menor número de fragmentos de restrição disponíveis para amplificação (Savelkoul et al., 
1999). 
Esta técnica apresenta uma grande reprodutibilidade, capacidade de diferenciação, e 
versatilidade, podendo ser aplicada a DNA genómico de diferentes origens e complexidades 
(Savelkoul et al., 1999), e em particular a fungos (Majer et al., 1996). 
Substituições de nucleótidos que afectem os locais de ligação ou nucleótidos 
adjacentes podem impedir a amplificação. Adicionalmente, delecções, inserções e rearranjos 
que afectem a presença ou tamanho de fragmentos de restrição conduzem à detecção de 
polimorfismos (Vos et al., 1995; Savelkoul et al., 1999). 
 
3.4 Análise de sequências nucleotídicas 
Em última análise, todos os métodos moleculares de tipagem se baseiam em diferenças 
na sequência do DNA. Seria então lógico pensar que a sequenciação de DNA representasse a 
melhor aproximação à tipagem de microrganismos, mas tal não é o caso. Como método de 
tipagem é impraticável sequenciar múltiplas ou grandes regiões genómicas. Logo, a 
sequenciação deve ser dirigida para apenas uma pequena região do genoma. Assim, em 
contraste com as técnicas anteriores que analisam todo o genoma, a sequenciação analisa 
apenas uma pequena porção de locais que potencialmente variam entre estirpes de bactérias e 
fungos (Olive & Bean, 1999). 
No entanto, a análise de sequências de DNA surge como um dos métodos mais fiáveis 
em estudos evolutivos, atendendo a que estes caracteres geralmente evoluem de um modo 
mais regular que os morfológicos ou fisiológicos. 
A técnica de sequenciação consiste na determinação total ou parcial da sequência 
nucleotídica de uma molécula de ácido nucleico, pela realização em paralelo de quatro 
reacções específicas para cada nucleótido. Existem dois métodos fundamentais para 
sequenciar um molécula de DNA: (i) degradação selectiva da própria molécula, técnica de 
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Maxam & Gilbert (1977) ou degradação química; (ii) síntese enzimática de novo, técnica de 
Sanger (1977) ou terminação dideoxi. 
A técnica de degradação química, apesar de ser a única que possibilita a sequenciação 
da molécula original (e não de uma cópia enzimática), é actualmente utilizada somente com 
objectivos muito específicos, uma vez que o procedimento experimental é moroso e delicado 
(produtos químicos nocivos usados na degradação) e o rendimento de bases sequenciadas por 
reacção é reduzido.  
Na técnica de Sanger utiliza-se um “primer” que se liga à molécula a sequenciar (é 
necessário portanto o conhecimento prévio de pelo menos uma parte da sequência), iniciando-
se a sua cópia enzimática por acção de uma polimerase e efectuando-se a terminação pela 
adição de ddNTP’s. 
O desenvolvimento da técnica de sequenciação de DNA, nomeadamente da 
sequenciação automática, associado ao desenvolvimento da técnica de PCR, levou nos últimos 
anos à produção de uma enorme quantidade de dados passíveis de tratamento filogenético. A 
análise de sequências nucleotídicas, especialmente de genes ribossomais, tem sido amplamente 
utilizada na construção de filogenias (Sogin, 1990; White et al., 1990, Taylor et al.,1999; Soll, 
2000). 
As principais desvantagens desta técnica advêm essencialmente do facto de esta ser 
laboriosa, morosa e extremamente dispendiosa para ser usada como método de tipagem 
genética. No entanto, a sequenciação de DNA é o método mais apropriado para esclarecer a 
posição taxonómica e filogenética de organismos (bactérias, fungos ou outros). 
A maioria dos estudos de análises de sequências nucleotídicas realizados em fungos, tal 
como noutros organismos, são dirigidos para os genes de rRNA. A sua popularidade resulta 
principalmente da presença de regiões altamente conservadas, que permitem o desenho de 
“primers” universais para amplificação destes genes (White et al., 1990). Os genes de rDNA 
18S evoluem lentamente, enquanto os genes de rDNA mitocondriais evoluem de um modo 
mais rápido. As regiões ITS e IGS dos genes de RNA nucleares evoluem também mais 
rapidamente, podendo variar razoavelmente entre espécies (Sogin, 1990; White et al., 1990; 
Bruns et al., 1991; Guarro et al., 1999; Olive & Bean, 1999). Como se tratam de genes com 
várias cópias poder-se-ia correr o risco de comparar diferentes cópias entre espécies/estirpes 
diferentes (Sogin, 1990; Bruns et al., 1991), mas estas cópias repetidas são homogeneizadas 
pela evolução (Guarro et al., 1999). 
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Comparações das sequências de rDNA 18S têm sido usadas para determinar relações 
entre os principais grupos de organismos, incluindo os fungos. Os domínios variáveis da 
região 25S são também bastante informativos desde níveis taxonómicos elevados, até ao nível 
da espécie. As regiões ITS são mais variáveis, sendo que as sequências podem ser alinhadas 
com confiança apenas entre taxa  proximamente relacionados. Ocasionalmente, o uso da região 
ITS é problemático devido à ocorrência de dois tipos diferentes num mesmo organismo. Em 
contraste, o rDNA 5,8S é muito pequeno e possui a menor variabilidade. O rDNA 5S tem 
sido usado para inferir relações ao nível da ordem (Guarro et al., 1999). 
Os genes que codificam para proteínas proporcionam também informação valiosa, 
nomeadamente intrões de genes, tais como: ? -tubulina, actina, sintetase da quitina, acetil 
coenzima A, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, peroxidase da lenhina, citocromo b 
mitocondrial (Bowen et al., 1992; Glass & Donaldson, 1995; Guarro et al., 1999; Biswas et al., 
2001; Daniel et al., 2001). 
Os gene que codificam para proteínas apresentam algumas vantagens em relação aos 
genes de rRNA, pois o alinhamento das sequências é menos problemático. As sequências de 
proteínas permitem a atribuição de um peso diferencial à posição das bases no codão, e a 
terceira posição fornece estimativas relativamente boas da taxa de substituições neutras. 
(Bruns et al., 1991). 
A quitina, polímero de ? 1-4-N-acetilglucosamina, é um polissacarídeo fibroso idêntico 
à celulose, e o principal constituinte da estrutura de suporte da parede celular de muitas 
espécies de fungos (tabela I.2), bem como do exosqueleto de muitos artrópodes (insectos e 
crustáceos), não existindo em bactérias e plantas. Em muitas leveduras, a quitina é usada para 
manter a estrutura da junção célula mãe-célula filha, enquanto nos fungos filamentosos é 
frequentemente o maior componente de suporte da parede celular (Bowen et al., 1992; 
Mellado et al., 1996; Hintz, 1999). 
 
Tabela I.2. Polímeros da parede celular dos diferentes grupos de fungos (adaptado de Hawksworth et 
al., 1995). 
Grupo Polímeros 
Oomicetos Celulose, (1-3)-?/(1-6)? -glucano* 
Chitridiomicetos Quitina, glucano 
Zigomicetos Quitosano, ácido poliglucorónico, glucoromanano-proteínas polifosfato* 
Ascomicetos Quitina, (1-3)-?/(1-6)? -glucano, (1-3)? -glucano, galacto(mano)proteínas 
Basidiomicetos Quitina, (1-3)-?/(1-6)? -glucano, (1-3)? -glucano 
* genes de sintetase de quitina foram já identificados em alguns oomicetos (e.g. Mort-Bontemps et al., 1997), e 
zigomicetos (e.g. Miyazaki et al., 1993). 
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Estudos realizados em Saccharomyces cerevisiae mostraram que este organismo possui, 
pelo menos, dois zimogéneos de sintetases de quitina activados por proteólise, bem como um 
sistema de sintetase de quitina mais complexo que parece não necessitar de activação por 
proteólise. Aparentemente, cada um destes genes codifica para uma proteína diferente com 
funções distintas na morfogénese da levedura (Bowen et al., 1992; Bulawa, 1993). 
Quando as sequências aminoacídicas deduzidas dos dois zimogéneos de sintetase de 
quitina de S. cerevisiae foram comparados com um gene de Candida albicans, proximamente 
relacionado, tornou-se claro que as enzimas continham uma sequência altamente conservada 
que possivelmente representa a região catalítica das enzimas (Bowen et al., 1992). 
Estas sequências foram utilizadas por Bowen et al (1992) para desenhar “primers” 
degenerados que permitem amplificar esta região conservada. Tirando partido destes 
“primers”, têm sido amplificados homólogos de sintetases da quitina de diferentes espécies de 
fungos (tabela I.3). As suas sequências de aminoácidos deduzidas, têm sido utilizadas para 
construir filogenias (e.g.  Mehmann et al., 1994; Kano et al., 1997b; Nam et al., 1998; Herr et al., 
2001). 
A análise de fragmentos de DNA de espécies de fungos taxonomicamente diversas 
mostrou que a maioria dos fungos possuem entre três a sete genes de sintetase da quitina, que 
podem ser classificados como zimogénicos, requerendo proteólise para activação, e não 
zimogénicos. As sintetases da quitina zimogénicas foram subdivididas em três classes (I, II e 
III) de acordo com a sequência de aminoácidos deduzida, representando presumivelmente 
grupos funcionais distintos (Bowen et al., 1992). 
As filogenias de fungos contendo sintetases da quitina de classe I e II, estão 
geralmente de acordo com as filogenias baseadas em caracteres morfológicos e comparações 
de rRNA’S (Bowen et al., 1992; Kano et al., 1997b; Hintz, 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introdução 
32 
 
 
Tabela I.3. Algumas espécies de fungos nas quais foram sequenciados genes de sintetases de quitina. 
Espécie Genes/Classe* Referência 
Achlya ambisexualis CHS1/classe I 
 
Mort-Bontemps et al. (1997) 
Arthroderma sp. CHS1/classe I 
 
Kano et al. (1997b) 
Aspergillus fumigatus chsD/classe III 
 
Mellado et al. (1996) 
Fonsecae pedrosoi FpCHS1/classe I 
FpCHS2/classe II 
FpCHS3/classe III 
 
Karuppayil et al. (1996) 
Lacazia loboi CHS2/classe II 
 
Herr et al. (2001) 
Metarhizium anisopliae var. anisopliae MaCHS1/classe I 
MaCHS2/classe I  
MaCHS3/classe III 
 
Nam et al. (1998) 
Neurospora crassa chs 3/classe I 
chs-4/classe IV 
 
Beth-Din & Yarden (2000) 
Beth-Din et al. (1996) 
 
Ophiostoma novo-ulmi chs A/classe I 
 
Hintz (1999) 
Penicillium chrysogenum PcCHS1/classe I 
PcCHS2/classe II 
PcCHS3/classe II 
PcCHS4/classe III 
 
Namgung et al. (1996) 
Phialophora verrucosa PvCHS1/classe I 
PvCHS2/classe I  
PvCHS3/classe III 
 
Peng et al. (1995) 
Phycomyces blakesleanus PbCHS/classe II 
 
Miyazaki et al. (1993) 
Phytophthora capsici CHS1/classe I 
 
Mort-Bontemps et al. (1997) 
Saprolegnia monoica CHS1/classe I 
CHS2/classe II 
 
Mort-Bontemps et al. (1997) 
Sporothrix schenckii SsCHS1/classe I 
SsCHS2/classe II 
SsCHS3/classe III 
 
Chua et al. (1994) 
Tricophyton mentagrophytes e T. rubrum CHS1/classe I 
 
Kano et al. 1998 
Ustilago maydis UmCHS1/classe I 
UmCHS2/classe II 
Umchs5/classe IV 
 
Xoconostle-Cázares et al. (1996) 
Xoconostle-Cázares et al. (1997) 
 
Vários ectomicorrízicos Vários/classes I e II 
 
Mehmann et al. (1994) 
 
* de acordo com Bowen et al. (1992). 
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4. Objectivos deste trabalho 
Apesar da etiologia da esca não estar completamente esclarecida, não restam dúvidas 
que entre os fungos associados com a doença, aqueles pertencentes ao género Phaeoacremonium 
desempenham um papel importante no desenvolvimento da mesma. 
Como tal, o conhecimento sobre os mais diversos aspectos da biologia deste fungo 
revestem-se de extrema importância. De igual modo, aspectos como a identificação e 
classificação de isolados naturais requerem a utilização de técnicas de análise mais potentes, 
rápidas e fiáveis que as tradicionais técnicas baseadas meramente em aspectos morfológicos. 
 
Com este trabalho pretendeu-se alcançar os seguintes objectivos: 
? Caracterizar aspectos fenotípicos importantes na interacção dos fungos com a 
videira: produção de enzimas extracelulares por parte dos fungos, e 
sensibilidade dos mesmos a diferentes fungicidas; 
? Desenvolver metodologias de caracterização genotípica que permitam 
diferenciar espécies e estirpes; 
? Mediante a utilização de métodos moleculares, esclarecer a posição taxonómica 
de novos isolados; 
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2. Material e Métodos 
 
 
 
1. Estirpes 
Na tabela II.1 apresenta-se a listagem de todas as estirpes utilizadas neste trabalho, 
bem como as características relevantes de cada uma das estirpes pertencentes ao género 
Phaeoacremonium. 
As estirpes CAP foram isoladas e identificadas pelo Prof. Doutor Alan Phillips. A 
estirpe 1 AS foi isolada por Sílvia Fragoeiro (Universidade de Aveiro), e posteriormente 
identificada pelo Prof. Doutor Alan Phillips. Foram também utilizadas estirpes de referência 
adquiridas à colecção de culturas de microrganismos CBS (“Centraalbureau voor 
Schimmelcultures”). Estas estirpes foram seleccionadas com base no seu isolamento de 
videiras (Vitis vinifera L.) exibindo sintomas característicos do síndroma da esca. 
Neste estudo não foram incluídos representantes das espécies P. inflatipes, P. parasiticum 
e P. rubrigenum, visto tratarem-se de espécies associadas a infecções em seres humanos. No 
entanto, P. inflatipes foi já também associada ao síndroma da esca, tendo sido isolada de 
videiras apresentando sintomas típicos desta doença. Estirpes de P. parasiticum e P. rubrigenum, 
foram já isoladas de videiras, bem como de outras plantas. 
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Tabela II.1. Estirpes de Phaeoacremonium utilizadas neste trabalho.  
Estirpes Características 
P. aleophilum  
CBS 631.94 Isolado de Vitis vinifera L. e depositado por L. Mugnai; Itália. Até Maio de 1996 
designado Phialophora parasitica 
  
P. angustius  
CBS 249.95T Isolado de Vitis vinifera L. e depositado por P. Larignon; Califórnia, USA. Até Maio de 
1996 designado Phialophora parasitica 
CBS 100397 Isolado de Vitis vinifera L. e depositado por S. Serra; Itália 
CAP 054 Isolado de Vitis vinifera L. cv. Tinta Barroca; Montemor-o-Novo, Portugal 
  
P. chlamydosporum  
CBS 229.95T Isolado de Vitis vinifera L. e depositado por L. Mugnai; Itália. Até Maio de 1996 
designado Phialophora parasitica 
CBS 161.90 Isolado de Vitis vinifera L. e depositado por M. J. Wingfield; África do Sul. Até Maio de 
1996 designado Acremonium sp. 
CAP 052 Isolado de Vitis vinifera L.; região do Douro, Portugal 
CAP 053 Isolado de Vitis vinifera L. cv. Tinta Barroca; Montemor-o-Novo, Portugal 
CAP 072 (sp.)? Isolado de Vitis vinifera L.; Senhora da Hora (Matosinhos), Portugal 
CAP 080 Isolado de Vitis “Rootstock 99R”; Sobral de Monte Agraço, Portugal 
CAP 081 (sp.)? Isolado de Vitis vinifera L. cv. Boal Ratinho; Carcavelos, Portugal 
1 AS (?) Isolado de Vitis vinifera L.; Bairrada, Portugal 
  
P. viticola  
CBS 101738T Isolado de Vitis vinifera L. por P. Larignon e depositado por J. Dupont; França 
CBS 101739 Isolado de Vitis vinifera L. por P. Larignon e depositado por J. Dupont; França 
 
 
Na tabela II.2 descreve-se o fenótipo da estirpe de E. coli utilizada como hospedeiro 
em técnicas de DNA recombinante; apresenta-se também as características do plasmídeo 
usado como vector de clonagem.  
 
 
Tabela II.2. Hospedeiro e vector de clonagem. 
E. coli Características 
TOP 10F’ One Shot® 
Competent Cells 
(Invitrogen) 
F´ {lacI q Tn10 (Tet R)} mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) F 80lacZ M15 lac 74 recA1 
araD139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str R) endA1 nupG 
Plasmídeo Características 
pCR? 2.1 (Invitrogen) Vector de E. coli, ApR, KnR, , pUC ori, F1 ori, promotor lac, fragmento lacZ ? , T7 
(promotor e “priming sites”), “priming sites” M13 “Forward” (-20 e -40) e M13 
“Reverse” 
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2. Meios de cultura 
Para todos os meios de cultura é apresentada a composição para volumes de 1 litro. 
Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121ºC durante 15 minutos logo 
após a preparação. 
 
2.1 Meios de cultura para fungos 
PDA (“Potato Dextrose Agar” - Difco): 
  Infusão de batatas 200 g 
  Dextrose  20 g 
  Bacto-agar   15 g (pH 7,0) 
 
MEA (“Malt Extract Agar” - Merck): 
  Extracto de malte 30 g 
  Peptona de soja 3 g 
  Bacto-agar  15 g (pH 5,6) 
 
MA (“Malt Agar”): 
  Extracto de malte 20 g 
  Bacto-agar  15 g (pH 5,7) 
 
O meio MEB tem a mesma composição que MEA, exceptuando a adição de 1,5% de 
Bacto-agar (Difco). 
 
2.2 Meios de cultura para E. coli 
LB (Luria-Bertani; Miller, 1972): 
  Triptona  10 g 
  Extracto de levedura 5 g 
  NaCl   10 g (pH 7,0) 
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SOC 
  Triptona  20 g 
  Extracto de levedura 5 g 
  NaCl   10 mM 
  KCl   2,5 mM 
  MgCl2.H20  10 mM 
  Glucose (dextrose) 20 mM  (pH 7,0) 
 
(Nota: Preparar separadamente MgCl2.H20 1 M e esterilizar em autoclave; e 
glucose 2 M, esterilizar por filtração). 
 
O meio LA tem a mesma composição que LB, suplementado com 1,5% de Bacto-agar 
(Difco). 
 
2.3 Meios para detecção de actividades enzimáticas extracelulares 
Foram utilizados meios de cultura para detecção das seguintes actividades enzimáticas 
extracelulares: actividade proteolítica, actividade amilolítica, actividade lipolítica, actividade 
pectinolítica, actividade de quitinase, actividade de celulase, actividade de xilanase, actividade 
de urease, actividade de lacase, actividade de peroxidase da lenhina e de peroxidase do 
manganês. 
 
Meio de pectina (adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975 e St Leger et al., 1997)  
Meio mínimo: (0,3% NaNO3; 0,1% KH2PO4; 0,05% MgSO4; pH 6,0) 
Extracto de levedura 1 g 
Pectina   5 g 
Bacto-agar  15 g (pH 7,0 ou 5,0) 
 
Agar de amido (adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975) 
Peptona  10 g 
Extracto de levedura 5 g 
NaCl   5 g 
Amido   2 g 
Bacto-agar  15 g (pH 6,8) 
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Meio de lipases (adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975) 
Peptona 10 g 
NaCl  5 g 
CaCl2.2H2O 0,1 g 
Tween 20 1% 
Bacto-agar 20 g (pH 6,0) 
 
(Nota: Esterilizar o Tween 20 separadamente e adicionar 1 ml por cada 100 ml 
de meio). 
 
Meio de Skim Milk 
Skim milk  10 g 
Extracto de malte 5 g 
Bacto-agar  15 g (pH 7,2 ?  0,2) 
 
(Nota: Esterilizar a solução de skim milk separadamente e adicionar ao 
restante meio antes de usar). 
 
Agar de ureia (adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975) 
  Peptona   1 g 
  D(+) glucose   1 g 
  NaCl    5 g 
  Fosfato potássio monobásico 2 g 
  Ureia    20 g 
  Vermelho de fenol  0,012 g 
  Agar    15 g (pH 6,8 ?  0,1) 
 
(Nota: Arrefecer a 45-55ºC e adicionar 50 ml/l de uma solução de ureia a 
40%, esterilizada por filtração). 
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Meio TAM (adaptado de Rigling, 1995) 
Ácido tânico  10 g 
Extracto de malte 15 g 
Bacto-agar  20 g 
 
(Nota: A solução de ácido tânico (pH 4,5 ajustado com NaOH) e de extracto 
de malte agarisado são esterilizadas separadamente e arrefecidas até 50ºC antes 
de misturadas). 
 
Meio de celulose (adaptado de St Leger et al., 1997) 
Meio mínimo: (0,3% NaNO3; 0,1% KH2PO4; 0,05% MgSO4; pH 6,0) 
Extracto de levedura 1 g 
CM-celulose  5 g 
Bacto-agar  15 g 
 
Meio de xilano (adaptado de St Leger et al., 1997) 
Meio mínimo: (0,3% NaNO3; 0,1% KH2PO4; 0,05% MgSO4; pH 6,0) 
Extracto de levedura 1 g 
Xilano   5 g 
Bacto-agar  15 g 
 
Meio de quitina (adaptado de St Leger et al., 1997) 
Meio mínimo: (0,3% NaNO3; 0,1% KH2PO4; 0,05% MgSO4; pH 6,0) 
Extracto de levedura 0,5 g 
Quitina  2 g 
  Bacto-agar  15 g (pH 5,5) 
 
(Nota: Preparar as placas com uma subcamada de 1,5% de agar, e uma 
sobrecamada de 3 mm com o meio descrito).  
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Meio de peroxidases (da lenhina e manganês) (adaptado de Conesa et al., 2000) 
Meio mínimo: (0,3% NaNO3; 0,1% KH2PO4; 0,05% MgSO4; pH 6,0) 
Maltose 50 g 
o-anisidina 0,03% 
Bacto-agar 15 g 
 
 
3. Conservação dos microrganismos 
Bactérias: As estirpes de E. coli foram semeadas em placas de LA (contendo 
antibiótico à concentração adequada), e foram incubadas a 37ºC durante 24 horas. A partir de 
colónias isoladas, procedeu-se à amplificação da cultura em meio líquido (LB + antibiótico), 
sendo estas posteriormente conservadas no mesmo meio contendo 20% glicerol, e a -80ºC. 
Deste “stock” semearam-se placas de LA sempre que necessário. As estirpes utilizadas com 
maior frequência foram mantidas em placa de Petri selada com parafilm?  a 4ºC, e repicadas 
mensalmente. 
 
Fungos: As estirpes fúngicas foram semeadas em placas de PDA ou MEA e 
incubadas a 25ºC durante 3 a 4 semanas. A partir destas placas foram feitas suspensões de 
esporos que se conservaram em 25% de glicerol a -20ºC. A partir deste “stock” foram 
semeadas placas sempre que necessário. 
 
 
4. Reagentes 
Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos a: Merck (Darmstadt, 
Alemanha), Sigma (St. Louis, Missouri, USA), Panreac (Barcelona, Espanha), GIBCO BRL 
(Eggenstein, Alemanha), Boehringer Mannheim/Roche (Mannheim, Alemanha), Aldrich 
(Steinheim, Alemanha), Difco (Detroit, Michigan, USA), Promega (Madison, Wisconsin, 
USA), Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Suécia), Bio-Rad (Califórnia, USA), Invitrogen 
(Groningen, Holanda) e MBI Fermentas (Vilnius, Lituânia). 
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4.1 Composição de soluções de uso geral 
 TE:  
  10 mM Tris-HCl 
  1 mM EDTA  (pH 8,0) 
 
 TAE 1x: 
  40 mM Tris base 
  40 mM Acetato 
  2 mM EDTA  (pH 8,0)  
 
(Nota: solução “stock” preparada a 50x). 
 
 TBE 0,5x: 
  45 mM Tris base 
  45 mM Borato 
  1 mM EDTA  (pH 8,3)  
 
(Nota: solução “stock” preparada 10x). 
 
 CIA: 
  Clorofórmio e álcool isoamílico, 24:1. 
 
4.2 Aditivos para meios de cultura 
4.2.1 Antibióticos 
Utilizou-se ampicilina (Sigma). 
Ampicilina: solução “stock” preparada a 50 mg/ml, em água; esterilizar por filtração e 
armazenar a -20ºC. Usada a 50 ?g/ml para selecção de transformantes de E. coli. 
 
4.2.2 Indicadores de complementação pelo gene lacZ 
Utilizou-se X-Gal (Boehringer Mannheim) e IPTG (Sigma). 
X-Gal: solução “stock” preparada a 40 mg/ml em dimetilformamida; usar a 80 ?g/ml. 
Armazenar a -20ºC, protegendo da luz. 
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IPTG: solução “stock” preparada a 100 mM em água; esterilizar por filtração; usar a 
0,2 mM. Armazenar a -20ºC. 
 
4.3 Enzimas para extracção de ácidos nucleicos 
 Utilizaram-se Lisozima e Proteínase K provenientes de Boehringer Mannheim e 
Ribonuclease Pancreática Bovina (RNase A) de Sigma. 
Lisozima: solução “stock” preparada a 10 mg/ml em Tris-HCl, pH 8,0; dividir em 
alíquotas e armazenar a -20ºC. 
Proteínase K: solução “stock” preparada a 10 mg/ml em água; dividir em alíquotas e 
armazenar a -20ºC. 
RNase: solução “stock” preparada a 10 mg/ml em Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; NaCl 15 
mM. Aquecer a 100ºC durante 15 min. para inactivar eventuais DNases 
contaminantes. Dividir em alíquotas e guardar a -20ºC.   
 
 
5. Marcadores de peso molecular para DNA 
5.1 Marcadores de baixo peso molecular  
Para obter fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos, digeriu-se DNA do fago ?  
cI847ind1sam7 proveniente da MBI Fermentas com a endonuclease de restrição HindIII. 
Foram também utilizados os seguintes marcadores de peso molecular adquiridos a casas 
comerciais: 1 Kb Plus DNA Ladder?  (GIBCO BRL); Gene Ruler?  1 Kb DNA Ladder, Gene 
Ruler?  100 bp DNA Ladder, Gene Ruler?  100 bp DNA Ladder Plus, Gene Ruler?  50 bp 
DNA Ladder e Mass Ruler?  DNA Ladder Mix (MBI Fermentas). 
 
5.2 Marcadores de alto peso molecular 
Como marcadores de alto peso molecular usaram-se quer cromossomas de 
Saccharomyces cerevisiae em blocos de agarose (PULSE MARKER?  225-2200 Kb, Sigma), quer 
concatâmeros de DNA do fago ?  (PFGE marker I ? -ladder, Boehringer Mannheim). 
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6. Preparação de DNA total 
6.1 Preparação de DNA total de fungos em solução 
O DNA total de todas as estirpes de fungos foi preparado, a partir de culturas líquida s 
em MEB, seguindo o método descrito em seguida. A partir deste método, foi obtido DNA 
total destinado a tratamento com enzimas de restrição de alta frequência de corte e cujos 
fragmentos resultantes sejam de tamanho inferior a 30 Kb, bem como para utilização em 
reacções de PCR. 
 
MÉTODO DO TIOCIANATO DE GUANIDINA (adaptado de Pitcher et al., 1989) 
1. Inocular uma cultura do fungo em 50 ml de MEB. Incubar com agitação e a 25ºC. 
2. Sedimentar o micélio por centrifugação a 4ºC. 
3. Congelar o micélio em azoto líquido e macerá-lo em almofariz (previamente esterilizado e arrefecido), até 
obter um pó fino. 
4. Transferir o pó para um microtubo de 2 ml e adicionar 500 ? l de TE. Dividir por dois microtubo de 2 ml. 
5. Adicionar 500 ? l de reagente GES, agitar por inversão e colocar no gelo durante cerca de 5-10 min.. 
GES: Tiocianato de guanidina 5 M; EDTA 100 mM, pH 8,0; Sarcosil 0,5% (v/v). Dissolver o tiocianato de 
guanidina a 65ºC em EDTA e H2O. Arrefecer à temperatura ambiente e adicionar o sarcosil. Acertar o 
volume e esterilizar por filtração. 
6. Adicionar 250 ? l de NH4Ac 10 M frio e colocar no gelo 10 min.; adicionar 1 ml de CIA e misturar por 
inversão. 
7. Centrifugar 10 min. a 14 000 rpm e recuperar a fase aquosa para novos microtubos (2 ml).  
8. Adicionar igual volume de isopropanol frio e misturar por inversão (deve observar-se a formação de um 
novelo). 
9. Centrifugar 10 min. a 14 000 rpm e lavar o “pellet” com 1 ml de etanol 70%. 
10. Após 5-10 min. de secagem, solubilizar os ácidos nucleicos em 500 ? l de TE com RNase (50 ?g/ml). 
Incubar a 37ºC, durante 30 min. 
11. Adicionar 500 ? l de CIA, misturar por inversão e centrifugar 10 min. a 14 000 rpm. 
12. Retirar o sobrenadante para um novo microtubo (2 ml) e adicionar 1/10 do volume de NaAc 3 M pH 5,2 
frio. Misturar por inversão. 
13. Adicionar 2,5 volumes de etanol absoluto frio (-20ºC) e misturar por inversão. 
14. Centrifugar 10 min. a 14 000 rpm. Lavar o “pellet” com 1 ml de etanol 70%. 
15. Após 5-10 min. de secagem solubilizar em 100 ? l de TE. 
 
6.2 Preparação de DNA total de fungos em blocos de agarose 
A separação de fragmentos de DNA de alto peso molecular por PFGE, exige a 
obtenção de DNA total intacto, sem que haja ruptura dos cromossomas durante o processo 
de extracção. Para isso, todos os tratamentos necessários para a lise e desproteinização são 
efectuados dentro de uma matriz protectora de agarose de baixo ponto de fusão (LMP 
agarose, GIBCO BRL). 
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PREPARAÇÃO DE PROTOPLASTOS E OBTENÇÃO DE DNA CROMOSSOMAL INTACTO (adaptado 
de Fierro, 1996) 
1. Inocular 6 placas de MEA com uma suspensão de esporos e incubar durante 3 a 4 semanas a 25ºC. 
2. Preparar suspensões  de esporos a  partir destas placas e inocular 100 ml de MEB. 
3. Incubar a 25ºC durante 16-18 h (“overnight”) a 200 rpm. 
4. Centrifugar 20 min. a 8 000 rpm. 
5. Lavar com 100 ml de NaCl 0,9% e centrifugar 20 min. a 8 000 rpm. 
6. Descartar o sobrenadante e adicionar 10 ml de tampão isotónico de protoplastos – TPC contendo 10 mM 
DTT.  
TPC: NaCl 0,8 M; Tampão fosfato potássio 50 mM, pH 7,0; MgSO4 0,02 M 
7. Incubar a 25ºC  e 120 rpm durante 2 h. 
8. Centrifugar novamente a 8 000 rpm , 20 min.. 
9. Adicionar 10 ml de TPC contendo 5 mg/ml da mistura “Lysing Enzimes” (Sigma). 
10. Incubar durante 2 h, a 25ºC e 100 rpm até se observar um boa formação de protoplastos. 
11. Filtrar os protoplastos através de uma membrana de nylon 30 ?m, para eliminar restos de micélio. 
12. Centrifugar a 3 500 rpm, 20 min. e ressuspender em tampão de lavagem. 
Tampão de lavagem: NaCl 0,8 M; EDTA 50 mM, pH 8,0 
13. Fazer contagem dos protoplastos, e adicionar agarose de baixo ponto de fusão (preparada em tampão de 
lavagem), fundida e arrefecida até 40ºC, de modo a obter uma concentração final de agarose de 0,7% e uma 
concentração de protoplastos de 4 x 108 protoplastos/ml. 
14. Colocar no molde e deixar solidificar durante 1 h a 4ºC. 
15. Colocar os blocos em ESP durante 48 h a 50ºC e com agitação suave.  
ESP: EDTA 0,5 M, pH 9,0; Sarcosil 1%; Proteínase K 1 mg/ml 
16. Lavar os blocos duas vezes em EDTA 50 mM (pH 8,0) a 50ºC e armazenar a 4ºC na mesma solução. 
 
 
7. Preparação de plasmídeos 
7.1 Mini-preparação de plasmídeos de E. coli  
Este método de extracção rápida de plasmídeos foi utilizado na análise de 
transformantes de E. coli. 
 
 
MINI-PREPARAÇÃO DE PLASMÍDEOS – “LYSIS BY BOILING” (Holmes & Quigley, 1981) 
1. A partir de uma colónia isolada, inocular meio LB suplementado com antibiótico (ampicilina), 50 ?g/ml.  
2. Incubar “overnight” a 37ºC com agitação. 
3. Sedimentar as células (1,5 ml de cultura) por centrifugação durante 5 min. a 14 000 rpm. 
4. Ressuspender as células em 350 ? l de STET. 
STET: NaCl 0,1 M; Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0; Triton X-100 5% 
5. Adicionar 10 ? l de uma solução de lisozima 10 mg/ml em Tris-HCl, pH 8,0. Misturar no vórtex durante 3 
seg.. 
6. Colocar o tubo num banho a ferver durante 45 seg.. 
7. Centrifugar durante 10 min. a 14 000 rpm. 
8. Com um palito estéril, remover o “pellet”. 
9. Adicionar 35 ? l de NaAc 3 M, pH 5,2 e 350 ? l de isopropanol. Misturar bem. 
10. Deixar o tubo 15 min. à temperatura ambiente.  
11. Centrifugar 15 min. a 14 000 rpm; descartar o sobrenadante e secar bem. 
12. Lavar o “pellet” com 1 ml de etanol a 70%. 
13. Centrifugar 5 min. a 14 000 rpm; descartar o sobrenadante e secar bem. 
14. Ressuspender o DNA plasmídico em 30 ? l de TE. 
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7.2 Obtenção de DNA plasmídico puro para sequenciação  
Para evitar problemas durante a reacção de sequenciação é imprescindível obter DNA 
de elevada pureza. Para o efeito, foi utilizado o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), do 
qual se apresenta em seguida o protocolo. Este método permite a purificação de até 20 ?g de 
DNA plasmídico de elevado número de cópias, partindo de pequenos volumes (1-5 ml) de 
culturas de E. coli em meio LB, incubadas “overnight”. 
 
QIAPREP SPIN MINIPREP KIT - PROTOCOLO 
1. A partir de uma colónia isolada, inocular meio LB suplementado com antibiótico (ampicilina).  
2. Incubar “overnight” a 37ºC com agitação. 
3. Sedimentar as células (1,5 ml de cultura) por centrifugação durante 5 min. a 14 000 rpm. 
4. Ressuspender as células em 250 ? l de Tampão P1. Não devem ser visíveis aglomerados de células. 
5. Adicionar 250 ? l de Tampão P2, e inverter suavemente para misturar. Misturar até que a solução fique 
transparente e viscosa. Não permitir que a reacção de lise decorra durante mais de 5 min.. 
6. Adicionar 350 ? l de Tampão N3 e inverter o tubo imediatamente, mas gentilmente. A solução deve 
apresentar um precipitado. 
7. Centrifugar 10 min a 14 000 rpm. 
8. Colocar uma coluna QIAprep num tubo colector de 2 ml. 
9. Aplicar o sobrenadante na coluna. Centrifugar 30-60 seg. a 14 000 rpm. Eliminar o fluxo. 
10. Lavar a coluna adicionando 0,5 ml de Tampão PB e centrifugando 30-60 seg. a 14 000 rpm. Eliminar o 
fluxo. 
11. Lavar a coluna adicionando 0,75 ml de Tampão PE e centrifugando 30-60 seg. a 14 000 rpm. Eliminar o 
fluxo. 
12. Centrifugar novamente durante 1 min.. 
13. Colocar a coluna num tubo de 1,5 ml limpo. Eluir o DNA, adicionando 50 ? l de Tampão EB ou H2O no 
centro da coluna. Esperar 1 min., e centrifugar 1 min. a 14 000 rpm. 
 
 
8. Hidrólise por endonucleases de restrição 
As digestões de DNA com enzimas de restrição foram efectuadas em volumes de 10 a 
50 ?l contendo 0,1 a 5 ?g de DNA. A reacção decorreu nas condições indicadas pelos 
fabricantes no que respeita a tampão, temperatura de incubação e tempo de reacção. Uma 
reacção típica continha 1 a 5 U de enzima por ? g de DNA. As digestões de produtos de PCR 
foram realizadas em condições diferentes, estando indicadas no ponto seguinte. 
 
 
9. Amplificação de fragmentos de DNA por PCR e digestão 
Todas as reacções de PCR foram efectuadas em volumes de 50 ? l usando reagentes 
(tampões, dNTP’s e MgCl2) e enzima (Taq DNA polimerase) obtidos da casa MBI Fermentas, 
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e decorreram num termociclador Perkin Elmer GeneAmp® PCR System 2400. As 
particularidades referentes a cada reacção são indicadas nos protocolos adequados. 
Os produtos resultantes das reacções de PCR destinados a digestão com enzimas de 
restrição foram purificados pelo método que se descreve de seguida, utilizando o kit 
CONCERT?  Rapid PCR Purification System (GIBCO BRL). 
 
CONCERT?  Rapid PCR Purification System 
1. PREPARAÇÃO DA AMOSTRA: adicionar 400 ? l de “Binding Solution” (H1) à reacção de amplificação e 
misturar fortemente. Usar 400 ? l de “Binding Solution” (H1) para reacções de amplificação ?  100 ? l. Para 
reacções ?  100 ? l, ajustar o volume de “Binding Solution”, de acordo com o ratio H1:reacção de 
amplificação de ?  4:1 (v/v). 
2. CARREGAMENTO: colocar um cartucho de centrifugação num tubo de lavagem de 2 ml. Carregar a amostra. 
Centrifugar a uma velocidade ?  12000 g durante 1 min.. Descartar o líquido no tubo. 
3. LAVAGEM: colocar o cartucho de novo no tubo de 2 ml. Adicionar 700 ? l de “Wash Buffer” (H2). 
Centrifugar a uma velocidade ?  12000 g durante 1 min.. Descartar o líquido. Centrifugar novamente a ?  
12000 g durante 1 min.., para remover restos de “Wash Buffer”. 
4. ELUIÇÃO DO DNA: colocar o cartucho num tubo de 1,5 ml. Adicionar 50 ? l de TE pré-aquecido a 65-70ºC, 
directamente no centro do cartucho. Incubar à temperatura ambiente durante 1 min. , e centrifugar a uma 
velocidade ?  12000 g durante 2 min.. 
 
As digestões foram realizadas em volumes de 20 ? l, de acordo com o seguinte esquema: 
Reacção (20 ? l): 
 Volume 
H2O variável 
Tampão da enzima 10x 2 ? l 
DNA 10 ? l 
Enzima 1 U 
 
 
10. Electroforese de DNA 
10.1 Electroforese em gel de agarose convencional 
Prepararam-se géis de agarose (ultra PURE? , GIBCO BRL) a concentrações entre 0,7% 
e 2%, dependendo do tamanho dos fragmentos a separar, decorrendo as electroforeses a 
voltagens compreendidas entre 1 e 4 V/cm em TAE 1x. As amostras líquidas foram 
carregadas no gel após adição de 1/6 de volume de tampão de carga. 
 
 Tampão de carga (6x): 0,25% azul de bromofenol 
     0,25% xileno cianol 
     40% sacarose ou 30% glicerol 
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10.2 Electroforese em campo eléctrico pulsado (PFGE) 
A separação electroforética dos cromossomas (cariotipagem electroforética) das 
estirpes de Phaeocremonium foi realizada por electroforese em campo pulsado (PFGE). 
Prepararam-se géis de agarose (“Chromosomal Grade Agarose” ou “Pulsed-Field 
Certified Agarose”, BioRad) em tampão TBE 0,5x. As electroforeses decorreram num 
aparelho CHEF-DRII?  (BioRad), sendo realizadas em tampão TBE 0,5x, mantendo-se a sua 
temperatura entre 10-12ºC. Depois de carregar os blocos nos poços do gel, estes foram 
selados com agarose de baixo ponto de fusão (LMP agarose, ultra PURE? , GIBCO BRL). A 
concentração de agarose dos géis, bem como as condições de electroforese são indicadas em 
cada caso particular para cada um dos géis. 
 
10.3 Visualização do DNA 
Após a electroforese, coraram-se os géis durante cerca de 30 minutos numa solução de 
brometo de etídio (EtBr) a 5 ?g/ml, em tampão de electroforese. Quando necessário lavaram-
se em água destilada para eliminar o excesso de EtBr. Após a coloração, visualizou-se o DNA 
num transiluminador de luz UV sendo fotografado com uma câmara MP4 (Polaroid), usando 
película T667 (Polaroid). 
 
 
11. Determinação do tamanho de fragmentos de DNA em géis 
de agarose 
O tamanho de fragmentos lineares de DNA foi determinado por comparação com a 
migração de padrões de peso molecular conhecido (Southern, 1979). 
 
 
12. Quantificação de ácidos nucleicos 
12.1 Quantificação por espectrofotometria 
Para a quantificação dos ácidos nucleicos por espectrofotometria mediram-se as 
absorvâncias das amostras a 260 nm, atendendo a que, na ausência de contaminação, uma 
unidade de densidade óptica nesse comprimento de onda corresponde a 50 ?g/ml de DNA de 
cadeia dupla e 40 ?g/ml de DNA de cadeia simples. Para estimar a pureza de preparações de 
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DNA determinou-se a razão entre as absorvâncias medidas a 260 nm e 280 nm. Esta relação 
deve ser de cerca de 1,8 para preparações de DNA puras e 2,0 para preparações de RNA 
puras. Em preparações de DNA, valores superiores a 1,8 correspondem geralmente a 
contaminação por RNA e valores inferiores, a contaminação fenólica ou de proteínas. 
 
12.2 Quantificação por emissão de fluorescência 
Para preparações de DNA pouco concentradas (<250 ng/ml), separaram-se em gel de 
agarose alíquotas da amostra em paralelo com quantidades conhecidas de DNA de fago ?  
digerido com uma enzima de restrição, ou de outro marcador de peso molecular adequado. 
Com a fotografia do gel, comparou-se a fluorescência das bandas padrão com a fluorescência 
das bandas da amostra, atendendo a que a fluorescência é proporcional à massa das bandas. 
 
 
13. Transferência de fragmentos de DNA separados em gel de 
agarose para membranas de nylon 
Os fragmentos de DNA separados em géis de agarose, foram transferidos para 
membranas de nylon quer pela técnica clássica de Southern (Southern, 1975), quer utilizando 
um sistema de vácuo (VacuGene? XL, Pharmacia Biotech). Qualquer dos métodos usa as 
mesmas soluções para tratamento do gel, pelo que se descreve apenas a transferência por 
vácuo que demonstrou ser mais eficiente, bem como mais rápido. 
 
TRANSFERÊNCIA DE DNA PARA  MEMBRANAS DE NYLON (MÉTODO DE VACUUM-BLOTTING) 
1. Colocar o gel em solução despurinizante durante 10 min. com agitação suave.  
Solução despurinizante: HCl 0,25 N 
2. Remover a solução anterior e adicionar solução desnaturalizante, manter com agitação suave durante 45 
min.. 
Solução desnaturalizante: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M 
3. Remover a solução anterior e adicionar solução neutralizante, manter com agitação suave durante 30 min.. 
Solução neutralizante: NaCl 1,5 M; Tris-HCl 1 M; EDTA 1 mM (pH 7,2-7,5) 
4. Cortar uma membrana de nylon (Boehringer Mannheim) com dimensões ligeiramente superiores às do gel. 
5. Humedecer a membrana em água. 
6. Colocar a membrana na unidade de transferência e efectuar a montagem de acordo com as instruções do 
fabricante do sistema. 
7. Começando num extremo, colocar suavemente o gel sobre a membrana, evitando a formação de bolhas de 
ar entre o gel e a membrana. 
8. Verter sobre o gel a solução de transferência (SSC 20x) e ligar o aparelho; deixar que estabilize a 50 mbar; 
manter 60 min.. 
SSC 20x : NaCl 3 M; Citrato de sódio 0,3 M (pH 7,0) 
9. Retirar todo o líquido, remover o gel e retirar a membrana. Lavar a membrana em SSC 2x. 
10. Secar e fixar o DNA por UV durante 5 min.. 
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14. Detecção de sequências homólogas por hibridação DNA-
DNA 
A detecção de sequências homólogas por hibridação DNA-DNA foi efectuada de 
acordo com o Sistema DIG de Marcação e Detecção Não-radioactiva de Ácidos Nucleicos 
(DIG DNA Labeling and Detection Starter Kit I e DIG Nucleic Acid Detecion Kit, 
Boehringer Mannheim) (Höltke et al., 1995). 
 
14.1 Marcação não radioactiva de sondas de DNA 
A marcação de sondas de DNA fez-se por dois métodos diferentes: marcação 
“random primed” e marcação por PCR, descritos em seguida. O método de marcação não 
radioactiva, Sistema DIG (Boehringer Mannheim), consiste na incorporação de Digoxigenina-
11-dUTP (DIG-dUTP) durante a síntese de novas cadeias de DNA. Este método de marcação 
não-radioactiva apresenta várias vantagens: a tecnologia é segura; as sondas podem ser 
guardadas durante pelo menos um ano (sondas de DNA devem ser guardadas a -20ºC e 
sondas de RNA a -70ºC), sem perda de actividade; e as soluções de hibridação podem ser 
reutilizadas várias vezes. 
 
14.1.1 Marcação “Random Primed” 
Para resultados óptimos, o DNA molde deve ser linearizado e purificado por pelo 
menos uma extracção com fenol/clorofórmio e precipitação com etanol, antes de efectuada a 
reacção de marcação. O objectivo deste método é produzir uma quantidade suficiente de 
sonda marcada, no menor período de tempo. No entanto, o rendimento da reacção de 
marcação é proporcional ao período de duração da mesma. 
 Para a reacção de marcação foi utilizada a mistura DIG-High Prime (1 mM dATP, 1 
mM dCTP, 1 mM dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-11-dUTP, 1 U/? l enzima Klenow, 
tampão de reacção 5x) em 50% (v/v) glicerol. Através deste método é possível marcar entre 
10 ng - 3 ?g de DNA molde. Variando a quantidade de DNA molde obtém-se diferentes 
quantidades de DNA marcado. 
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MARCAÇÃO “RANDOM PRIMED” COM DIG HIGH-PRIME 
1. Diluir 1 ?g de DNA molde em H2O num volume total de 16 ? l. 
2. Desnaturar o DNA molde num banho a ferver, durante 10 min. e arrefecer rapidamente em gelo. 
3. Adicionar 4 ? l da mistura DIG High-Prime e centrifugar brevemente.  
4. Incubar a reacção a 37ºC durante pelo menos 60 min. Períodos de incubação mais longos (até 20 h) são 
possíveis. 
5. Adicionar 2 ? l de EDTA 200 mM (pH 8,0), para terminar a reacção de marcação. 
6. Armazenar a -20ºC. 
 
14.1.2 Marcação por PCR 
Durante as reacções de PCR a enzima Taq DNA polimerase é capaz de incorporar 
DIG-dUTP nas novas cadeias que são sintetizadas. As sondas resultantes são extremamente 
sensíveis e o rendimento da reacção de marcação é bastante elevado. Após a reacção de 
amplificação, apenas uma banda deve ser visível em gel de agarose após coloração com EtBr, 
pois, mesmo quantidades mínimas de produtos secundários podem afectar a especificidade da 
hibridação. Em alguns casos, é aconselhável a separação do produto de PCR em gel de 
agarose, cortando e purificando em seguida a banda pretendida. 
 
Reacção de marcação por PCR (50 ? l): 
 Volume Concentração final 
H2O variável ------ 
10x PCR buffer sem MgCl2 2,5 ?l 0,5x 
10x PCR buffer com (NH4)2SO4 2,5 ?l 0,5x 
MgCl2 6 ? l 3 mM 
PCR DIG Labeling Mix 5 ? l 200 ?M 
Primer 1 1,5 ?l 0,3 ?M 
Primer 2 1,5 ?l 0,3 ?M 
DNA molde variável 50-100 ng 
Taq polimerase 1 U/? l 1 ? l 1 U 
  
As reacções de marcação por PCR são equivalentes às reacções de amplificação 
normais, com a substituição dos dNTP’s por 5 ? l da mistura PCR DIG Labeling Mix (Roche). 
Esta mistura contém: 2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM dCTP, 1,9 mM dTTP e 0,1 mM 
DIG-11-dUTP. 
 
14.2 Hibridação 
As membranas foram introduzidas em tubos de vidro fechados com tampa, podendo 
alternativamente ser colocadas em bolsas de plástico. Todas as hibridações decorreram do 
modo descrito em seguida. 
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HIBRIDAÇÃO 
1. Introduzir a membrana num frasco de vidro fechado com tampa, e adicionar solução de pré-hibridação (20 
ml por cada 100 cm 2 de membrana). 
Solução de pré-hibridação: SSC 5x; solução bloquedora 1%; Sarcosil 0,1%; SDS 0,02% 
2. Pré-hibridar à temperatura de hibridação durante 2 h. Períodos de tempo superiores são aceitáveis. 
3. Desnaturar a sonda (no caso de dsDNA, para ssDNA e RNA não é necessário), num banho de água a ferver 
durante 10 min. e arrefecer rapidamente em gelo. 
4. Diluir a sonda em solução de hibridação. Preparar pelo menos 3,5 ml de solução de hibridação para uma 
membrana de 10 x 10 cm. 
Solução de hibridação: SSC 5x; solução bloquedora 1%;Sarcosil  0,1%; SDS 0,02% 
5. Descartar a solução de pré-hibridação e adicionar a solu ção de hibridação contendo a sonda marcada. 
Hibridar “overnight” (aprox. 16 h) à temperatura de hibridação. 
6. Após a hibridação, verter a solução para um tubo e armazenar (sonda de DNA a -20ºC e de RNA a -70ºC). 
Para reutilizar, descongelar a solução e desnaturar a 95ºC durante 10 min. No caso de a solução conter 50% 
de formamida, desnaturar a 68ºC durante 10 min. 
7. Lavar a membrana em solução I, duas vezes, durante 5 min. à temperatura ambiente.  
Solução I: SSC 2x; SDS 0,1% 
8. Lavar a membrana em solução II, duas vezes, durante 15 min. à temperatura de hibridação. 
Solução II: SSC 0,5x; SDS 0,1% 
 
A temperatura de hibridação foi decidida de acordo com a percentagem de bases 
idênticas esperada entre o DNA sonda e o DNA alvo. Para o caso de sondas em que 100% 
das bases seriam idênticas, a temperatura de hibridação é de 65ºC na ausência de formamida e 
de 45ºC na presença de formamida (Casey & Davidson, 1977). Noutros casos, em que a 
homologia seria inferior, utilizou-se a temperatura de hibridação de 45ºC, na ausência de 
formamida, o que em teoria permite detectar sequências de DNA com 65% de bases idênticas. 
A pré-hibridação prepara a membrana para a ligação da sonda, bloqueando os locais 
inespecíficos de ligação de ácidos nucleicos, permitindo assim a redução do “background” na 
mesma. As lavagens com as soluções I e II removem toda a sonda não ligada, permitindo de 
igual modo reduzir o “background” na membrana.  
 
14.3 Lavagem das membranas e detecção 
A formação de híbridos entre as sondas e o DNA alvo foi revelada por imunodetecção 
com anti-digoxigenina conjugada com a fosfatase alcalina (anti-DIG-AP) e, posteriormente 
visualizadas, com substratos colorimétricos NBT/BCIP (Boehringer Mannheim). Todo o 
procedimento de lavagem das membranas e detecção é realizado à temperatura ambiente. As 
membranas de nylon podem ser reutilizadas, sendo para isso sujeitas a procedimentos 
específicos para eliminação da cor e também da sonda. 
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DETECÇÃO COLORIMÉTRICA COM NBT E BCIP 
1. Após a hibridação, e lavagens pós-hibridação, equilibrar a membrana em tampão de ácido maleico durante 1 
min.. 
Tampão de ácido maleico: ácido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M (pH 7,5) 
2. Bloquear a membrana em solução bloqueadora durante 30-60 min., agitando suavemente.  
3. Diluir Anti-Digoxigenina-AP (1:5000) em solução bloqueadora, para uma concentração de 150 mU/ml. 
4. Incubar a membrana na solução anterior durante 30 min., com agitação suave.  
5. Descartar a solução de anticorpos. Lavar a membrana duas vezes, durante 15 min., em tampão de ácido 
maleico. 
6. Preparar solução corante (200 ? l de solução “stock” de NBT/BCIP para 10 ml de tampão de detecção). 
Tampão de detecção: Tris-HCl 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl2 50 mM 
7. Equilibrar a membrana em tampão de detecção durante de 2-5 min.. 
8. Incubar a membrana em solução corante, no escuro, e sem agitação. 
9. Parar a reacção lavando a membrana com H20 ou TE. 
 
 
15. Ribotipagem 
A análise dos polimorfismos de restrição (RFLP’s) ao nível dos genes que codificam 
para rRNA’s foi realizada de acordo com o método que se descreve de seguida. A solução de 
hibridação utilizada continha 50% de formamida. Como sonda foi utilizado o gene de rDNA 
18S de uma das estirpes, amplificado e marcado por PCR. 
 
RIBOTIPAGEM 
1. Digerir o DNA total de cada uma das estirpes com as enzimas de restrição adequadas de acordo com as 
indicações  descritas anteriormente. 
2. Separar electroforeticamente as digestões de DNA em gel da agarose a 0,7% e tampão TAE 1x. 
3. Corar o gel em brometo de etídio e fotografar. 
4. Transferir o DNA para membrana de nylon. 
5. Pré-hibridar e hibridar (como descrito anteriormente) a uma temperatura de 42ºC. 
6. Remover  a solução de hibridação e guardar a -20ºC. 
7. Proceder à detecção, como descrito anteriormente.  
 
 
16. ARDRA – “Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis” 
e ITS-ARDRA – “Internal Transcribed Spacer - Amplified 
Ribosomal DNA Restriction Analysis” 
Para amplificar por PCR a região rDNA 18S foram utilizados os “primers” NS1 e NS8 
(White et al., 1990). Para amplificar por PCR as regiões ITS1, ITS2 e ITST foram utilizados os 
“primers” ITS5, ITS2, ITS3 e ITS4 (White et al., 1990), (ver anexo 2). 
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ARDRA – “AMPLIFIED RIBOSOMAL DNA RESTRICTION ANALYSIS” 
1. Preparar a seguinte reacção de amplificação: 
Reacção (50 ? l): 
      Volume         Concentração final  
H2O     variável          ------ 
 10x PCR buffer sem MgCl2               2,5 ? l          0,5x 
 10x PCR buffer com (NH4)2SO4               2,5 ? l          0,5x 
 MgCl2     6 ? l          3 mM 
 dNTP’s                                             5 ? l          200 ? M  
 Primer 1                               1,5 ? l          0,3 ?M 
 Primer 2                  1,5 ? l          0,3 ?M 
 DNA molde    variável          50-100 ng 
 Taq polimerase 1 U/ ? l                 1 ? l          1 U 
 
2. Amplificar por PCR a região rDNA 18S, de acordo com o seguinte programa de amplificação: desnaturação 
inicial de 9 min. a 94ºC, seguida de 30 ciclos (desnaturação a 94ºC, 30 s; “annealing” a 50-56ºC, 30 s; 
extensão a 72ºC, 1 min. e 30 s) e uma extensão final de 10 min. a 72ºC. No final, manter os tubos a 4ºC. 
3. Purificar os produtos de PCR, utilizando o kit CONCERT?  Rapid PCR Purification System. 
4. Observar uma alíquota de cada reacção de PCR num gel de agarose a 1% em TAE 1x.  
5. Digerir uma alíquota (10 ? l) da reacção anterior, com as endonucleases de restrição adequadas. Incubar a 
reacção durante cerca de 14 h (“overnight”), à temperatura indicada pelo fornecedor. 
6. Separar, por electroforese, os produtos de digestão num gel de agarose a 2% em TAE 1x.  
 
 
ITS-ARDRA  – “INTERNAL TRANSCRIBED SPACER - AMPLIFIED RIBOSOMAL DNA 
RESTRICTION ANALYSIS” 
1. Preparar a seguinte reacção de amplificação: 
Reacção (50 ? l): 
      Volume           Concentração final  
H2O     variável            ------  
 10x PCR buffer sem MgCl2                2,5 ? l             0,5x 
 10x PCR buffer com (NH4)2SO4                2,5 ? l             0,5x 
 MgCl2      6 ? l             3 mM 
 dNTP’s                                             5 ? l             200 ? M  
 Primer 1                   1,5 ? l             0,3 ?M 
 Primer 2                   1,5 ? l             0,3 ?M 
 DNA molde    variável            50-100 ng 
               Taq polimerase 1 U/ ? l                  1 ? l             1 U 
 
2. Amplificar por PCR as regiões ITS1, ITS2 e ITST, de acordo com o seguinte programa de amplificação: 
desnaturação inicial de 9 min. a 94ºC, seguida de 30 ciclos (desnaturação a 94ºC, 30 s; “annealing” a 50-56ºC, 
30 s; extensão a 72ºC, 1 min.) e uma extensão final de 10 min. a 72ºC. No final, manter os tubos a 4ºC. 
3. Purificar os produtos de PCR, utilizando o kit CONCERT?  Rapid PCR Purification System. 
4. Observar uma alíquota de cada reacção de PCR num gel de agarose a 1% em TAE 1x.  
5. Digerir uma alíquota (10 ? l) da reacção anterior, com as endonucleases de restrição adequadas. Incubar a 
reacção durante cerca de 14 h (“overnight”), à temperatura indicada pelo fornecedor. 
6. Separar, por electroforese, os produtos de digestão num gel de agarose a 2% em TAE 1x.  
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17. rep-PCR 
Neste procedimento foram utilizados os seguintes “primers”: REP 1R, REP 2I (REP-
PCR) Versalovic et al. (1991) e BOX A1R (BOX-PCR) Versalovic et al. (1994), (ver anexo 2). 
 
REP-PCR 
1. Preparar a seguinte reacção de amplificação: 
Reacção (50 ? l): 
      Volume           Concentração final  
H2O     variável           ------  
 10x PCR buffer sem MgCl2               2,5 ? l            0,5x 
 10x PCR buffer com (NH4)2SO4               2,5 ? l            0,5x 
 MgCl2     6 ? l            3 mM 
 dNTP’s                                             5 ? l            200 ?M 
 Primer 1                  1,5 ? l            0,3 ?M 
 Primer 2                  1,5 ? l            0,3 ?M 
 DNA molde    variável           50-100 ng 
               Taq polimerase 1 U/ ? l                 1 ? l            1 U 
 
2. Proceder à amplificação por PCR, de acordo com o seguinte programa de amplificação: desnaturação inicial 
de 7 min. a 95ºC, seguida de 30 ciclos (desnaturação a 94ºC, 1 min.; “annealing” a 40ºC, 1 min.; extensão a 
65ºC, 8 min.) e uma extensão final de 16 min. a 65ºC. No final, manter os tubos a 4ºC. 
3. Observar uma alíquota de cada reacção de PCR num gel de agarose a 1% em TAE 1x. 
 
BOX-PCR 
1. Preparar a seguinte reacção de amplificação: 
Reacção (50 ? l): 
      Volume           Concentração final  
H2O     variável           ------  
 10x PCR buffer sem MgCl2               2,5 ? l            0,5x 
 10x PCR buffer com (NH4)2SO4               2,5 ? l            0,5x 
 MgCl2     6 ? l            3 mM 
 dNTP’s                                             5 ? l            200 ?M  
 Primer                     2 ? l            0,4 ?M 
 DNA molde    variável            50-100 ng 
               Taq polimerase 1 U/ ? l                 1 ? l            1 U 
 
2. Proceder à amplificação por PCR, de acordo com o seguinte programa de amplificação: desnaturação inicial 
de 7 min. a 95ºC, seguida de 30 ciclos (desnaturação a 94ºC, 1 min.; “annealing” a 53ºC, 1 min.; extensão a 
65ºC, 8 min.) e uma extensão final de 16 min. a 65ºC. No final, manter os tubos a 4ºC. 
3. Observar uma alíquota de cada reacção de PCR num gel de agarose a 1% em TAE 1x. 
 
 
18. MSP-PCR – “Microsatellite Primed Polymerase Chain 
Reaction" 
Neste procedimento foram utilizados os seguintes “primers” : (GTG)5, (GACA)4 e 
(GTGC)4 (ver anexo 2). 
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MSP-PCR – “MICROSATELLITE PRIMED POLYMERASE CHAIN REACTION” 
1. Preparar a seguinte reacção de amplificação: 
Reacção (50 ? l): 
      Volume           Concentração final  
H2O     variável           ------  
 10x PCR buffer sem MgCl2               2,5 ? l            0,5x 
 10x PCR buffer com (NH4)2SO4               2,5 ? l            0,5x 
 MgCl2     6 ? l            3 mM 
 dNTP’s                                             5 ? l            200 ?M  
 Primer                     2 ? l            0,4 ?M 
 DNA molde    variável           50-100 ng 
               Taq polimerase 1 U/ ? l                 1 ? l            1 U 
 
2. Proceder à amplificação por PCR, de acordo com o seguinte programa de amplificação: desnaturação inicial 
de 9 min. a 94ºC, seguida de 30 ciclos (desnaturação a 94ºC, 1 min.; “annealing” a 50ºC (GTG5, GACA4) ou 
56ºC (GTGC4), 1 min.; extensão a 72ºC, 2 min.) e uma extensão final de 10 min. a 72ºC. No final, manter os 
tubos a 4ºC. A temperatura de “annealing” de cada reacção de amplificação, varia de acordo com o “primer” 
utilizado. 
3. Observar uma alíquota de cada reacção de PCR num gel de agarose a 1% em TAE 1x. 
 
 
19. Sintetase da quitina 
19.1 Amplificação por PCR 
A amplificação por PCR de um fragmento do gene que codifica para a sintetase da 
quitina foi realizada utilizando um conjunto de “primers” (CS1 e CS2, ver anexo 2), descritos 
por Bowen et al. (1992), segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
AMPLIFICAÇÃO DO GENE DA SINTETASE DA QUITINA (adaptado de Bowen et al., 1992) 
1. Preparar a seguinte reacção de amplificação: 
Reacção (50 ? l): 
      Volume         Concentração final  
H2O     variável           ------  
 10x PCR buffer sem MgCl2               2,5 ? l           0,5x 
 10x PCR buffer com (NH4)2SO4               2,5 ? l           0,5x 
 MgCl2     6 ? l           3 mM 
 dNTP’s                                             5 ? l           200 ?M  
 Primer 1                               1,5 ? l           0,3 ? M 
 Primer 2                  1,5 ? l           0,3 ? M 
 DNA molde    variável          50-100 ng 
               Taq polimerase 1 U/ ? l                 1 ? l           1 U 
 
2. Proceder à amplificação por PCR, de acordo com o seguinte programa de amplificação: desnaturação inicial 
de 9 min. a 94ºC, seguida de 30 ciclos (desnaturação a 94ºC, 1 min.; “annealing” a 50ºC, 1 min.; extensão a 
72ºC, 3 min.) e uma extensão final de 10 min. a 72ºC. No final, manter os tubos a 4ºC.  
3. Observar uma alíquota de cada reacção de PCR num gel de agarose a 1,5% em TAE 1x. 
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19.2 Clonagem 
Os produtos de amplificação obtidos por PCR foram clonados, utilizando para o 
efeito o kit Original TA Cloning® Kit (Invitrogen). Os fragmentos obtidos por PCR foram 
ligados no plasmídeo pCR? 2.1 (Invitrogen), que por sua vez foi introduzido nas células de E. 
coli TOP 10F’ One Shot® Competent Cells (Invitrogen).  
A utlização deste kit elimina a necessidade de modificações enzimáticas do produto de 
PCR, a utilização de “primers” contendo locais de restrição, bem como a necessidade de 
purificação dos produtos de PCR. 
A Taq polimerase, possui uma actividade independente do DNA molde, que adiciona 
um único resíduo de deoxiadenosina (A) aos extremos 3’ dos produtos de PCR. O vector 
linearizado fornecido com este kit, possui um único resíduo de deoxitimidina (T) nos seus 
extremos 3’, permitindo que os fragmentos de PCR liguem eficientemente ao vector. 
 
19.2.1 Ligação de fragmentos de DNA 
A ligase do fago T4 usou-se para unir covalentemente os fragmentos de DNA obtidos 
por PCR. Esta enzima catalisa as ligações fosfodiester entre os extremos 3’-OH e 5’-P do 
DNA, requerendo Mg2+ e ATP como cofactores. Para uma eficiência de ligação óptima, é 
conveniente a utilização de produtos de PCR com menos de 1 dia. De igual modo, não é 
aconselhável o armazenamento dos produtos de PCR a -20ºC. O procedimento de ligação foi 
realizado de acordo com as indicações do fornecedor. 
 
LIGAÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA 
1. Preparar a seguinte reacção de ligação: 
Reacção (10 ? l): 
      Volume  
H2O estéril    5 ? l    
 Produto de PCR                 1 ? l 
 Tampão de ligação 10x                             1 ? l 
 pCR® 2.1 vector (25 ng/µl)               2 ? l 
 T4 DNA Ligase (4.0 unidades Weiss) 1 ? l 
 
2. Incubar a reacção a 14ºC por um mínimo de 4 h (de preferência “overnight”). 
3. Armazenar a reacção de ligação a -20ºC. 
 
19.2.2 Transformação de células competentes de E. coli 
A introdução de DNA em E. coli foi realizada de acordo com o método descrito em 
seguida: 
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TRANSFORMAÇÃO DE CÉLULAS COMPETENTES DE E. coli 
1. Centrifugar brevemente os tubos contendo as reacções de ligação, e colocá-los em gelo. 
2. Descongelar uma alíquota de 50 ? l de células competentes One Shot®, mantendo o tubo em gelo. 
3. Pipetar 2 ? l da reacção de reacção para o tubo contendo as células competentes e misturar suavemente com 
a ponta da micropipeta. 
4. Manter em gelo 30 min., e armazenar a restante reacção de ligação a -20ºC. 
5. Aplicar um choque térmico durante exactamente 30 seg., num banho a 42ºC. Não mexer nem agitar. Retirar 
os tubos do banho e colocar em gelo. 
6. Adicionar 250 ? l de meio SOC (à temperatura ambiente). 
7. Incubar num agitador a 37ºC durante 1 h, e a 225 rpm. Manter os tubos na horizontal. 
8. Semear alíquotas de 10-50 ? l em placas de LA+Ap contendo IPTG e X-Gal. É conveniente semear 
diferentes volumes para garantir a obtenção de colónias isoladas.  
9. Incubar as placas a 37ºC, durante pelo menos 18 h. Após a incubação colocá-las a 4ºC durante 2-3 h, para 
um desenvolvimento apropriado da cor. 
 
19.3 Determinação da sequência nucleotídica 
A determinação da sequência nucleotídica dos fragmentos clonados foi realizada pelos 
laboratórios 4baselab (Alfagene) e MWG AG Biotech.  
 
19.4 Detecção por hibridação 
A detecção por hibridação do gene que codifica para a sintetase da quitina foi realizada 
de acordo com o método descrito em seguida. A solução de hibridação utilizada continha 50% 
de formamida. Como sonda, foi utilizado um fragmento de DNA amplificado e marcado por 
PCR, a partir do DNA genómico de uma das estirpes, utilizando para o efeito os “primers” 
mencionados. 
 
DETECÇÃO POR HIBRIDAÇÃO 
1. Digerir o DNA total de cada uma das estirpes com as enzimas de restrição adequadas de acordo com as 
indicações descritas anteriormente.. 
2. Separar electroforeticamente as digestões de DNA em gel da agarose a 0,7% e tampão TAE 1x. 
3. Corar o gel em brometo de etídio e fotografar. 
4. Transferir o DNA para membrana de nylon. 
5. Pré-hibridar e hibridar (como des crito anteriormente) a uma temperatura 42ºC. 
6. Remover  a solução de hibridação e guardar a -20ºC. 
7. Proceder à detecção, como descrito anteriormente.  
 
 
20. Caracterização morfológica 
20.1 Determinação do crescimento radial das colónias 
A determinação do crescimento radial das colónias foi realizada após inoculação das 
estirpes em placas de Petri contendo meio MA, e incubação das mesmas a 25, 30 e 35ºC, 
durante 15-25 dias, no escuro. Para cada estirpe, as medições são o resultado de 3 réplicas. 
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20.2 Determinação da cor das colónias e difusão de pigmentos 
As diferentes estirpes foram inoculadas em placas de Petri contendo meio MA, e 
incubadas no escuro a 25ºC. A cor das colónias e difusão de pigmentos foi registada após um 
período de incubação de 15 dias. 
 
 
21. Caracterização fisiológica 
21.1 Detecção de actividades enzimáticas extracelulares 
A detecção das actividades enzimáticas extracelulares foi realizada após crescimento 
das estirpes em meio de cultura sólido, contendo o substrato adequado a cada uma das 
actividades enzimáticas. Os ensaios realizados permitiram a detecção das actividades 
enzimáticas pela produção de halos transparentes, ou pela produção de cor, no meio de 
cultura. 
 
21.1.1 Actividade amilolítica 
A detecção da produção de amilase, por ensaio em placa de Petri, foi realizada 
segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE AMILOLÍTICA adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Agar de Amido, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. Revelar a hidrólise do amido, inundando a placa com soluto de Lugol. O meio de cultura adquire coloração 
azulada após reacção com o soluto de Lugol nas zonas onde não ocorre hidrólise e apresenta-se acastanhado 
a claro nas zonas hidrolisadas. 
 
21.1.2 Actividade proteolítica 
A detecção da produção de proteases, por ensaio em placa de Petri, foi realizada 
segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE PROTEOLÍTICA 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Skim Milk, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. A produção de proteases é detectada pelo aparecimento de halos transparentes em volta do micélio. 
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21.1.3 Actividade lipolítica 
A detecção da produção de lipases, por ensaio em placa de Petri, foi realizada segundo 
o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE LIPOLÍTICA adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Lipases, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. A produção de enzimas lipolíticas é revelada pela presença de um precipitado, devido à formação de cristais 
a partir do sal de cálcio do ácido láurico libertado pela enzima. Por vezes, o precipitado em volta do micélio 
desaparece, devido à degradação total do sal. 
 
21.1.4 Actividade pectinolítica 
A detecção da produção de pectinase e liase do pectato, por ensaio em placa de Petri, 
foi realizada segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE PECTINOLÍTICA adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975 e St 
Leger et al., 1997 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Pectina pH 5,0 e pH 7,0, com a estirpe a testar. 
Este meio, a pH 5,0 permite a detecção de pectinase, e a pH 7,0 permita a detecção de liase do pectato. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. Revelar a hidrólise da pectina, inundando a placa com uma solução de CTAB a 1%. Este reagente precipita a 
pectina intacta, revelando assim zonas de hidrólise transparentes, em volta do micélio.  
 
21.1.5 Actividade de celulase 
A detecção da produção de celulases, por ensaio em placa de Petri, foi realizada 
segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE CELULOLÍTICA adaptado de St Leger et al., 1997 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Celulose, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. Para revelar as zonas de hidrólise, corar durante 15 min. com uma solução de Vermelho do Congo 1 mg/ml. 
De seguida, descorar com NaCl 1 M. 
 
21.1.6 Actividade de xilanase 
A detecção da produção de xilanases, por ensaio em placa de Petri, foi realizada 
segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE XILANOLÍTICA adaptado St Leger et al., 1997 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Xilano, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. Para revelar as zonas de hidrólise, corar durante 15 min. com uma solução de Vermelho do Congo 1 mg/ml. 
De seguida, descorar com NaCl 1 M. 
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21.1.7 Actividade de quitinase 
A detecção da produção de quitinases, por ensaio em placa de Petri, foi realizada 
segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE DE QUITINASE adaptado de Hankin & Anagnostakis, 1975 e St 
Leger et al., 1997 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Quitina, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. A produção de quitinase é detectada pelo aparecimento de halos transparentes em volta do micélio. 
 
21.1.8 Actividade de urease 
A detecção da produção de urease, por ensaio em placa de Petri, foi realizada segundo 
o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE DE UREASES 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Agar de Ureia, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. Se a estirpe for urease positiva desenvolve-se cor vermelha devido à presença do indicador vermelho de 
fenol e de amónia; se for urease negativa não se observa alteração de cor. 
 
21.1.9 Actividade de lacase 
A detecção da produção de lacase, por ensaio em placa de Petri, foi realizada segundo 
o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE DE LACASE adaptado de Rigling, 1995 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio TAM, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. A produção de lacase é indicada pela coloração castanha do meio de cultura em volta do micélio. 
 
21.1.10 Actividade de peroxidase da lenhina 
A detecção da produção de peroxidase da lenhina, por ensaio em placa de Petri, foi 
realizada segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE DE PEROXIDASE DA LENHINA adaptado de Conesa et al., 2000 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Peroxidases, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. Inundar a placa com uma solução de Na-tartarato 50 mM (pH 3,0), álcool veratrílico 2 mM e 50 ? M H2O2.  
A produção de peroxidase da lenhina é revelada pelo aparecimento de um halo púrpura, após incubação a 
30ºC durante 30 min.. 
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21.1.11 Actividade de peroxidase do manganês  
A detecção da produção de peroxidase do manganês, por ensaio em placa de Petri, foi 
realizada segundo o procedimento descrito em seguida: 
 
DETECÇÃO DE ACTIVIDADE DE PEROXIDASE DO MANGANÊS adaptado de Conesa et al., 2000 
1. Inocular por picada, uma placa de Petri contendo Meio de Peroxidases, com a estirpe a testar. 
2. Incubar a 25ºC durante 2 semanas. 
3. Inundar a placa com uma solução de tampão Na-fosfato 50 mM (pH 4,5) e 50 ?M H2O2. A produção de 
peroxidase do manganês é revelada pelo aparecimento de um halo púrpura, após incubação a 30ºC durante 
30 min.. 
 
21.2 Sensibilidade a biocidas – determinação das MIC’s (Concentrações 
Mínimas Inibitórias) 
As MIC’s para cada um dos fungicidas testados foram determinadas por ensaios de 
crescimento em placa de Petri contendo meio MA. As diferentes estirpes foram inoculadas em 
placas de Petri contendo o referido meio, suplementado com concentrações crescentes do 
respectivo fungicida. O resultado foi registado após incubação das placas a 25ºC, durante 2 
semanas. 
 
 
22. Análise computacional 
A análise computacional dos perfis de tipagem obtidos foi efectuada com o programa 
NTSYSpc para Windows de Rohlf (1993). Os perfis foram analisados visualmente e 
convertidos em tabelas de presença (1) e ausência (0) de cada uma das bandas identificadas. A 
partir destas tabelas foram calculadas matrizes de similaridade usando o coeficiente de Dice 
(Austin & Priest, 1993), que é igual a duas vezes o número de bandas comuns entre dois perfis 
dividido pela soma de todas as bandas. A análise de “clustering” das matrizes de similaridade 
foi efectuada pelo método UPGMA (“Unweighted Pair Group Method using Arithmetic 
Averages”). 
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3. Resultados 
 
 
 
1. Caracterização morfológica 
A caracterização morfológica das estirpes de Phaeoacremonium estudadas incidiu na 
determinação do crescimento radial, produção de pigmentos e cor das colónias após 
incubação em MA, a 25ºC durante 15 e 25 dias. Na tabela III.1 apresentam–se os resultados 
obtidos.  
 
Tabela III.1. Características morfológicas apresentadas pelas diferentes estirpes estudadas. 
  Diâmetro da colónia (mm)    
  15 dias   25 dias    
Estirpes 25ºC 30ºC 35ºC 25ºC 30ºC 35ºC Produção de pigmentos 
Cor da 
colónia* 
CBS 229.95 21,3 11,0 0,0 38,3 20,0 0,0 - 1 
CBS 161.90 16,5 8,3 0,0 31,3 15,7 0,0 - 1 
CAP 052 16,0 5,7 0,0 31,0 13,0 0,0 - 1 
CAP 053 17,5 5,7 0,0 34,7 10,7 0,0 - 1 
CAP 072 15,8 7,7 0,0 30,3 15,7 0,0 - 1 
CAP 080 17,2 17,0 0,0 33,3 32,7 0,0 - 1 
CAP 081 16,7 7,3 0,0 31,0 14,7 0,0 - 1 
1 AS 18,0 13,0 0,0 35,2 25,0 0,0 - 1 
CBS 249.95 39,0 43,3 3,0 71,0 75,7 6,3 amarelo 2 
CBS 100397 41,3 44,3 2,0 75,3 76,3 6,0 amarelo 2 
CAP 054 38,0 42,5 0,0 70,0 75,3 0,0 amarelo 2 
CBS 631.94 37,0 38,7 9,7 63,0 61,0 23,7 amarelo 2 
CBS 101738 37,3 7,3 0,0 66,7 15,3 0,0 amarelo 3 
CBS 101739 32,0 9,5 0,0 64,0 17,5 0,0 amarelo 3 
1- oliváceo acinzentado a negro; 2- avelã acinzentado escuro a isabelino; 3- branco a cinzento claro 
* determinada de acordo com Crous et al. (1996) e Dupont et al. (1998 e 2000) 
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2. Caracterização fisiológica 
A produção de diferentes enzimas extracelulares pelas estirpes de Phaeoacremonium 
analisadas neste estudo, foi também avaliada. Os resultados, registados após 15 dias de 
incubação a 25ºC em meio de cultura apropriado, são apresentados na tabela III.2. 
Através dos ensaios realizados, nenhuma das estirpes demonstrou produzir actividades 
de quitinase, peroxidase da lenhina e peroxidase do manganês. De referir também que as 
estirpes classificadas como P. aleophilum, P. angustius e P. viticola produzem uma maior gama de 
enzimas extracelulares em comparação com as estirpes de P. chlamydosporum. De igual modo, e 
para todas as enzimas testadas, estas estirpes exibem uma maior actividade indiciada pela 
produção de halos de tamanho bastante superior, e num menor período de tempo. 
No caso da actividade de pectinase (poligalacturonase), as estirpes CAP 081 e 1AS 
evidenciam uma maior actividade que as restantes estirpes desta espécie, indicada também pela 
produção de halos de maior tamanho. 
 
Tabela III.2. Enzimas extracelulares produzidas em cultura pelas estirpes de Phaeoacremonium.. 
Enzima / 
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CBS 229.95 + + + + + + - - + - - - 
CBS 161.90 + + + + + + - - + - - - 
CAP 052 + + + + + + - - + - - - 
CAP 053 + + + + + + - - + - - - 
CAP 072 + + + + + + - - + - - - 
CAP 080 + + + + + + - - + - - - 
CAP 081 + + + + + + - - + - - - 
1 AS + + + + + + - - + - - - 
CBS 249.95 + + + + + + + - + + - - 
CBS 100397 + + + + + + + - + + - - 
CAP 054 + + + + + + + - + + - - 
CBS 631.94 + + + + + + + - + + - - 
CBS 101738 + + + + + + + - + + - - 
CBS 101739 + + + + + + + - + + - - 
 
 Esta bateria de testes separa dois grandes grupos: os produtores de pectato liase e 
lacase e os não produtores destas actividades. Estes aspectos fisiológicos discriminam as 
espécies P. aleophilum, P. angustius e P. viticola por um lado, e P. chlamydosporum por outro. 
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3. Sensibilidade a biocidas – determinação das MIC’s 
Com vista a determinar a sensibilidade a agentes fungicidas, as diferentes estirpes 
foram inoculadas em meio MA suplementado com o respectivo fungicida. Na tabela III.3, 
III.4, III.5 e III.6 são apresentados os valores das concentrações testadas para os fungicidas 
arsenito de sódio, zirame (dimetiltiocarbamato de zinco), carbendazima e tiabendazol, 
respectivamente. 
 
Tabela III.3. Concentrações de arsenito de sódio testadas e sensibilidade das estirpes. (+) presença de 
crescimento, (-) ausência de crescimento. 
Estirpe Concentrações (? g/ml) 
 0 5 10 25 50 75 100 125 150 175 200 300 400 
CBS 229.95 + + + + + + + + + + + + - 
CBS 161.90 + + + + + + + + + + + - - 
CAP 052 + + + + + + + + + + + - - 
CAP 053 + + + + + + + + + + + - - 
CAP 072 + + + + + + + + + + + - - 
CAP 080 + + + + + + + + + + + - - 
CAP 081 + + + + + + + + + + + - - 
1 AS + + + + + + + + + + + + - 
CBS 249.95 + + + + + + + + + + + + - 
CBS 100397 + + + + + + + + + + + - - 
CAP 054 + + + + + + + + + + + - - 
CBS 631.94 + + + + + + + + + + + - - 
CBS 101738 + + + + + + + + + + + - - 
CBS 101739 + + + + + + + + + + + - - 
 
Tabela III.4. Concentrações de zirame testadas e sensibilidade das estirpes. (+) presença de 
crescimento, (-) ausência de crescimento. 
Estirpe Concentrações (? g/ml) 
 0 5 10 25 50 75 80 85 90 95 100 
CBS 229.95 + + + + + + + + + - - 
CBS 161.90 + + + + + + + + + - - 
CAP 052 + + + + + + + + + - - 
CAP 053 + + + + + + + + + - - 
CAP 072 + + + + + + + + + - - 
CAP 080 + + + + + + + + + - - 
CAP 081 + + + + + + + + + - - 
1 AS + + + + + + + + + - - 
CBS 249.95 + + + + + + + + + + - 
CBS 100397 + + + + + + + + + - - 
CAP 054 + + + + + + + + + - - 
CBS 631.94 + + + + + + + + + - - 
CBS 101738 + + + + + + + + + - - 
CBS 101739 + + + + + + + + + - - 
 
Todas as estirpes demonstraram uma sensibilidade idêntica para cada fungicida, salvo 
raras excepções. As estirpes CBS 229.95, 1AS e CBS 249.95 foram as únicas capazes de 
crescer a 300 ?g/ml de arsenito de sódio. De igual modo, a estirpe CBS 249.95 demonstrou 
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ser capaz de crescer a 95 ?g/ml de zirame, contrariamente às restantes estirpes. É interessante 
verificar que todas as estirpes são capazes de crescer a elevadas concentrações de arsenito de 
sódio, comparando com os restantes fungicidas testados. 
Considerando como MIC a concentração à qual nenhuma das estirpes é capaz de 
crescer, e de acordo com as concentrações testadas, os valores para os diferentes fungicidas 
serão: arsenito de sódio (400 ?g/ml); zirame (100 ?g/ml), carbendazima e tiabendazol (5 
?g/ml). No caso da carbendazima e tiabendazol, mesmo a concentrações de 1 ?g/ml o 
crescimento embora visível era já bastante reduzido.  
 
Tabela III.5. Concentrações de carbendazima testadas e sensibilidade das estirpes. (+) presença de 
crescimento, (-) ausência de crescimento. 
Estirpe Concentrações (? g/ml) 
 0 1 2 3 4 5 10 25 50 75 100 
CBS 229.95 + + + + + - - - - - - 
CBS 161.90 + + + + + - - - - - - 
CAP 052 + + + + + - - - - - - 
CAP 053 + + + + + - - - - - - 
CAP 072 + + + + + - - - - - - 
CAP 080 + + + + + - - - - - - 
CAP 081 + + + + + - - - - - - 
1 AS + + + + + - - - - - - 
CBS 249.95 + + + + + - - - - - - 
CBS 100397 + + + + + - - - - - - 
CAP 054 + + + + + - - - - - - 
CBS 631.94 + + + + + - - - - - - 
CBS 101738 + + + + + - - - - - - 
CBS 101739 + + + + + - - - - - - 
 
Tabela III.6. Concentrações de tiabendazol testadas e sensibilidade das estirpes. (+) presença de 
crescimento, (-) ausência de crescimento. 
Estirpe Concentrações (? g/ml) 
 0 1 2 3 4 5 10 25 50 75 100 
CBS 229.95 + + + + + - - - - - - 
CBS 161.90 + + + + + - - - - - - 
CAP 052 + + + + + - - - - - - 
CAP 053 + + + + + - - - - - - 
CAP 072 + + + + + - - - - - - 
CAP 080 + + + + + - - - - - - 
CAP 081 + + + + + - - - - - - 
1 AS + + + + + - - - - - - 
CBS 249.95 + + + + + - - - - - - 
CBS 100397 + + + + + - - - - - - 
CAP 054 + + + + + - - - - - - 
CBS 631.94 + + + + + - - - - - - 
CBS 101738 + + + + + - - - - - - 
CBS 101739 + + + + + - - - - - - 
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4. Cariotipagem electroforética 
Neste trabalho foi iniciada uma abordagem à separação electroforética dos 
cromossomas das diferentes estirpes de Phaeoacremonium. Devido à total ausência de dados 
referentes ao número e tamanhos dos cromossomas destas estirpes, o principal objectivo 
consistiu na determinação da gama de tamanhos destes cromossomas, com vista a uma análise 
posterior mais intensiva do cariótipo electroforético. Neste estudo preliminar, a análise de 
cariotipagem electroforética restringiu-se às estirpes da colecção de culturas CBS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.1. Separação por PFGE dos cromossomas das estirpes de Phaeoacremonium. (A) gel de 
agarose (“Chromosomal Grade Agarose”) a 0,5% em TBE 0,5x; 1,95 V/cm (65 V); rampa de pulsos de 
30 seg. a 2 min. durante 33 hrs seguida de uma rampa de pulsos de 2 min. a 50 min. durante 55 hrs. (B) 
gel de agarose (“Pulsed-Field Certified Agarose”) a 1% em TBE 0,5x; 4 V/cm (?  133 V); rampa de 
pulsos de 60 a 120 seg. durante 24 hrs. 1- cr. S. c., 2- CBS 229.95, 3- CBS 161.90, 4- CBS 249.95, 5- 
CBS 100397, 6- CBS 631.94, 7- CBS 101738, 8- CBS 101739, 9- ?mers e m- mini-cromossomas. 
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Para o efeito, foi realizada uma corrida electroforética bifásica, com rampa de pulsos 
lineares, e que permite a separação num só gel (Fig. III.1A) de uma vasta gama de tamanhos 
de fragmentos lineares de DNA, desde as 23 Kb até às 6 Mb (VanDevanter, 1992). Nestas 
condições foi possível observar duas zonas de resolução distintas, indicadas na Fig. III.1 A (1 
e 2). Estas zonas 1 e 2 correspondem, respectivamente, a cromossomas de maior peso 
molecular (> 2200 Kb) e de menor peso molecular (< 220 Kb).  
Nas condições testadas, não foi possível obter uma separação satisfatória dos 
cromossomas das estirpes de P. chlamydosporum, de modo a determinar o seu número e 
tamanho. No entanto, foi possível verificar que estes são de tamanho inferior aos das restantes 
espécies. Para a estirpe CBS 161.90 não foi observada qualquer banda no gel. Tal deverá estar 
relacionado com alguma falha na preparação dos blocos de agarose. 
É possível ainda verificar que as estirpes de P. aleophilum e P. angustius, cujos padrões 
são idênticos, apresentam um genoma constituído por 4 cromossomas com tamanho da 
ordem das 3 a 6 Mb. Para as estirpes de P. viticola o número de cromossomas parece ser 
superior, provavelmente 5 ou mais. Como se pode observar, quatro deles têm aparentemente 
o mesmo tamanho que os cromossomas das espécies anteriores. No caso destas estirpes, foi 
também registada a presença de cromossomas de pequeno tamanho, ou mini-cromossomas 
(Fig. III.1 m), inexistentes nas estirpes das restantes espécies. 
Uma vez que a resolução destes cromossomas nas condições anteriores não foi 
suficiente para determinar o seu número, foi ainda efectuada uma segunda abordagem, na 
tentativa de obter uma melhor separação destes cromossomas de menor tamanho (Fig. 
III.1B). Nestas condições foi possível verificar que os tamanhos destes mini-cromossomas se 
situam entre 375 e 680 Kb. É de referir também que estes mini-cromossomas apresentam 
tamanhos bastante diferentes em ambas as estirpes de P. viticola (CBS 101738 e CBS 101739). 
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5. Ribotipagem 
Na análise por ribotipagem, o DNA genómico das 14 estirpes foi digerido com as 
ER’s EcoRI, BamHI e HindIII. Como sonda, foi utilizado um fragmento de DNA, amplificado 
e marcado por PCR, e correspondente à região rDNA 18S da estirpe CBS 229.95. 
Após revelação das membranas, e para as três digestões (EcoRI, BamHI e HindIII) foi 
obtido um perfil com um número de bandas muito reduzido, na maioria dos casos apenas 
uma (Fig. III.2). Como tal, estes perfis de ribotipagem não permitem qualquer diferenciação 
intraespecífica. No entanto, conjugando os resultados obtidos, e através de análise de 
“clustering” (Fig. III.3), verifica-se que a metodologia permite diferenciação interespecífica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.2. Perfis de ribotipagem EcoRI (A), BamHI (B) e HindIII (C) das estirpes de 
Phaeoacremonium. M-?/HindIII, 1- CBS 229.95, 2- CBS 161.90, 3- CAP 052, 4- CAP 053, 5- CAP 072, 
6- CAP-080, 7- CAP 081, 8- 1 AS, 9- CBS 249.95, 10- CBS 100397, 11- CAP 054, 12- CBS 631.94, 13- 
CBS 101738 e 14- CBS 101739. 
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A digestão com a enzima EcoRI separa dois grupos, um formado pelas estirpes 
classificadas como P. chlamydosporum, e outro que inclui as restantes estirpes. De igual modo, a 
enzima HindIII separa as estirpes de P. viticola de todas as outras. Finalmente, a hibridação 
sobre digestões BamHI, revela fragmentos com tamanhos característicos para cada um dos três 
grupos. O primeiro grupo inclui as estirpes de P. chlamydosporum, o segundo as estirpes de P. 
aleophilum e P. angustius, e o terceiro inclui as estirpes de P. viticola (ver Fig. III.2). Na análise de 
“clustering” dos perfis de ribotipagem combinados, os grupos referidos anteriormente e 
definidos com base numa análise meramente visual são também nitidamente evidenciados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.3. Dendrograma dos perfis de ribotipagem EcoRI, BamHI e HindIII combinados. A matriz 
de similaridade foi calculada usando o coeficiente de Dice. A análise de “clustering” da matriz de 
similaridade foi efectuada pelo método UPGMA. Coeficiente de correlação cofenética r= 0,99336. 
 
Através da análise dos perfis de ribotipagem, é possível verificar que estes permitem 
confirmar a identificação dos isolados CAP, uma vez que os perfis obtidos são idênticos tanto 
nos isolados CAP como nas estirpes da colecção de culturas CBS pertencentes à mesma 
espécie. 
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6. ARDRA e ITS-ARDRA 
Recorrendo a “primers” universais (White et al., 1990), foi amplificado um fragmento 
de DNA com aproximadamente 1800-1900 pb correspondente à subunidade ribossomal 
pequena (rDNA 18S), assim como fragmentos correspondentes às regiões ITS1, ITS2 e ITST 
com aproximadamente 300, 350 e 650 pb, respectivamente (Fig. III.4). Estes fragmentos 
foram posteriormente digeridos com as seguintes ER’s: MboI, TaqI e NciI. 
Os perfis ARDRA e ITS-ARDRA (Fig. III.5 A, B e C) obtidos são constituídos por 
um pequeno número de bandas. Tal como no caso dos perfis de ribotipagem, não se 
observaram perfis ARDRA e ITS-ARDRA característicos para cada estirpe. Mas, analisando 
todos os perfis em conjunto, é possível diferenciar espécies, sendo evidenciados na análise de 
“clustering” (Fig. III.6) quatro grupos correspondentes às quatro espécies em estudo (P. 
chlamydosporum, P. aleophilum, P. angustius e P. viticola). Tal como no caso da ribotipagem, os 
perfis de ARDRA e ITS-ARDRA corroboram a identificação dos isolados CAP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.4. Produtos de amplificação das regiões rDNA 18S (A), ITS1 (B), ITS2 (C) e ITST (D). 
M1- Gene Ruler?  100bp DNA Ladder Plus, M2- Gene Ruler?  100bp DNA Ladder, 1- CBS 229.95, 
2- CBS 161.90, 3- CAP 052, 4- CAP 053, 5- CAP 072, 6- CAP-080, 7- CAP 081, 8- 1 AS, 9- CBS 
249.95, 10- CBS 100397, 11- CAP 054, 12- CBS 631.94, 13- CBS 101738 e 14- CBS 101739. 
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Figura III.5. Perfis ARDRA obtidos por digestão com MboI (A), TaqI (B) e NciI (C). M1- Gene 
Ruler?  100 bp DNA Ladder Plus, M2- Gene Ruler?  50 bp DNA Ladder, 1- CBS 229.95, 2- CBS 
161.90, 3- CAP 052, 4- CAP 053, 5- CAP 072, 6- CAP-080, 7- CAP 081, 8- 1 AS, 9- CBS 249.95, 10- 
CBS 100397, 11- CAP 054, 12- CBS 631.94, 13- CBS 101738 e 14- CBS 101739. 
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Nalguns perfis, é possível observar bandas que muito provavelmente são fruto de 
digestão parcial (e.g.  ITS2, Fig.III.5 B, estirpe 1AS), como tal, essas bandas não foram levadas 
em consideração na análise de “clustering” dos perfis. 
De referir que as estirpes de P. chlamydosporum formam um grupo bastante homogéneo, 
sendo consideravelmente diferentes das estirpes das restantes espécies. Tal facto também pode 
ser observado no caso da ribotipagem. Observando o dendrograma gerado a partir dos perfis 
ARDRA e ITS-ARDRA combinados (Fig. III.6), é possível verificar esta separação nítida, 
dando origem a dois grandes grupos, um constituído pelas estirpes de P. chlamydosporum, e o 
outro formado pelas estirpes das restantes espécies. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.6. Dendrograma dos perfis de ARDRA e ITS-ARDRA combinados. A matriz de 
similaridade foi calculada usando o coeficiente de Dice. A análise de “clustering” da matriz de 
similaridade foi efectuada pelo método UPGMA. Coeficiente de correlação cofenética r= 0,91652. 
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7. rep-PCR 
Os perfis BOX e REP-PCR obtidos pela amplificação com os “primers” BOX A1R 
(Fig. III.7A) e o par REP 1R/REP 2I (Fig. III.7B), são constituídos por um número 
relativamente elevado de bandas. Estes perfis são mais complexos que os obtidos com as 
técnicas de ribotipagem ou de ARDRA, e permitem uma diferenciação inter e intraespecífica. 
No entanto, a diferenciação de estirpes é feita com base num pequeno número de 
bandas, uma vez que os perfis de estirpes de uma mesma espécie são bastante idênticos. Esta 
homogeneidade é particularmente evidente no caso das estirpes de P. chlamydosporum (ver Fig. 
III.7A e B). 
Uma vez mais, e tal como referido anteriormente, estas estirpes formam um grupo 
bastante homogéneo, separando-se nitidamente das restante espécies. Esta separação é 
também nitidamente evidenciada quando se observa o dendrograma gerado pelos perfis rep-
PCR (Fig. III.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.7. Perfis BOX-PCR (A) e REP-PCR (B). M- 1 Kb Plus DNA Ladder? , 1- CBS 229.95, 2- 
CBS 161.90, 3- CAP 052, 4- CAP 053, 5- CAP 072, 6- CAP-080, 7- CAP 081, 8- 1 AS, 9- CBS 249.95, 
10- CBS 100397, 11- CAP 054, 12- CBS 631.94, 13- CBS 101738 e 14- CBS 101739. 
 
Mesmo após combinação dos perfis BOX e REP-PCR não foi possível diferenciar 
todas as estirpes de P. chlamydosporum, já que três estirpes (CAP 052, CAP 053 e CAP081) 
apresentaram o mesmo perfil de bandas, com ambos os “primers”. De igual modo, na análise 
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de “clustering” dos perfis rep-PCR combinados (Fig. III.8), estas três estirpes agrupam 
conjuntamente no mesmo ramo do dendrograma. Todas as restantes estirpes desta espécie, 
assim como das outras espécies, possuem perfis que as individualizam, distinguindo-se entre 
si. Nesta análise, a estirpe CBS 631.94 (P. aleophilum) é agrupada muito proximamente com as 
três estirpes de P. angustius (CBS 249.95, CBS 100397 e CAP 054). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.8. Dendrograma dos perfis BOX e REP-PCR combinados. A matriz de similaridade foi 
calculada usando o coeficiente de Dice. A análise de “clustering” da matriz de similaridade foi 
efectuada pelo método UPGMA. Coeficiente de correlação cofenética r= 0,99712. 
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8. MSP-PCR 
Os perfis MSP-PCR foram obtidos por amplificação com três “primers” diferentes 
dirigidos para as sequências repetidas (GTG)5 (Fig. III.9A), (GACA)4 (Fig. III.9B) e (GTGC)4 
(Fig. III.9C) Estes perfis são compostos por um número relativamente elevado de bandas, 
sendo, no entanto, menos complexos que os perfis rep-PCR. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.9. Perfis MSP-PCR obtidos com 
os “primers” (GTG)5 (A), (GACA)4 (B) e 
(GTGC)4 (C). M- Gene Ruler?  1 Kb DNA 
Ladder, 1-CBS 229.95, 2-CBS 161.90, 3-
CAP 052, 4-CAP 053, 5-CAP 072, 6-CAP-
080, 7-CAP 081, 8-1AS, 9-CBS 249.95, 10-
CBS 100397, 11-CAP 054, 12-CBS 631.94, 
13-CBS 101738 e 14-CBS 101739. 
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Tal como no caso dos perfis rep-PCR, é possível diferenciar espécies e estirpes, mas, 
de igual modo é também observada uma homogeneidade de perfis, em particular entre as 
estirpes de P. chlamydosporum, que constituem novamente um grupo distinto das restantes 
espécies. Neste caso a homogeneidade é ainda mais elevada, pois mesmo após combinação 
dos três perfis obtidos foi impossível diferenciar as estirpes (CBS 161.90 e CAP080) e (CAP 
052, CAP 053, CAP 072 e CAP 081). 
Observando a análise de “clustering” (Fig. III.10), estes dois conjuntos de estirpes são 
nitidamente evidenciados. As restantes estirpes são facilmente diferenciadas entre si, 
possuindo perfis únicos. Uma vez mais, a estirpe CBS 631.94 (P. aleophilum) é agrupada muito 
proximamente com as três estirpes de P. angustius (CBS 249.95, CBS 100397 e CAP 054). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.10. Dendrograma dos perfis MSP-PCR combinados. A matriz de similaridade foi calculada 
usando o coeficiente de Dice. A análise de “clustering” da matriz de similaridade foi efectuada pelo 
método UPGMA. Coeficiente de correlação cofenética r= 0,99819. 
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9. Sintetase da quitina 
Utilizando o conjunto de “primers” degenerados desenhados por Bowen et al. (1992), 
foi amplificado por PCR um fragmento de DNA com aproximadamente 600 pb, 
correspondente a uma região do gene que codifica para sintetase da quitina (Fig. III.11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.11. Amplificação por PCR de um fragmento que codifica para sintetase da quitina M- Gene 
Ruler?  100 bp DNA Ladder, 1- CBS 229.95, 2- CBS 161.90, 3- CAP 052, 4- CAP 053, 5- CAP 072, 6- 
CAP-080, 7- CAP 081, 8- 1 AS, 9- CBS 249.95, 10- CBS 100397, 11- CAP 054, 12- CBS 631.94, 13- 
CBS 101738 e 14- CBS 101739. 
 
Apenas nas estirpes de P. chlamydosporum foi possível obter este fragmento. Mesmo 
após várias tentativas, baixando inclusive a temperatura de “annealing” até 40ºC, não foi 
possível amplificar por PCR nenhum fragmento nas estirpes de P. aleophilum, P. angustius e P. 
viticola. 
Numa tentativa de verificar a presença de sequências homólogas ao gene de sintetase 
da quitina nas estirpes de Phaeoacremonium, foi realizada uma hibridação utilizando como sonda 
o fragmento de 600 pb amplificado por PCR a partir de DNA da estirpe CBS 229.95 (P. 
chlamydosporum). O DNA genómico das 14 estirpes foi digerido com a enzima SalI. Esta 
enzima foi seleccionada, pois o fragmento de 600 pb amplificado por PCR não apresenta 
cortes SalI na sua sequência de nucleótidos. Foram realizadas duas hibridações, uma a 42ºC na 
presença de 50% de formamida e outra a 42ºC sem formamida. Em ambos os casos o 
resultado obtido foi idêntico, pelo que se apresenta apenas uma das membranas (Fig. III.12). 
Por hibridação, também não foi detectada a presença de sequências homólogas do 
gene que codifica para sintetase da quitina nas estirpes de P. aleophilum, P. angustius e P. viticola. 
Para as estirpes de P. chlamydosporum foram detectados, após hibridação, dois fragmentos SalI 
com aproximadamente 10000 e 5000 pb, respectivamente (ver Fig. III.12). 
 
900 
80 
1031 
pb 
500 
300 
200 
100 
M     1      2      3       4       5       6       7       8      9     10     11     12     13     14      M 
Resultados 
83 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.12. Detecção por hibridação de fragmentos homólogos do gene que codifica para sintetase 
da quitina. M-?/HindIII , 1-CBS 229.95, 2-CBS 161.90, 3-CAP 052, 4-CAP 053, 5-CAP 072, 6-CAP-
080, 7-CAP 081, 8-1AS, 9-CBS 249.95, 10-CBS 100397, 11-CAP 054, 12-CBS 631.94, 13-CBS 101738 
e 14-CBS 101739. 
 
Os fragmentos obtidos por PCR foram clonados no vector pCR? 2.1 (Invitrogen), e a 
sua sequência nucleotídica determinada (Fig. III.13). A análise do conteúdo em G+C das 
diferentes sequências nucleotídicas, mostra que este varia entre 45,9% para as estirpes CBS 
161.90 e 1 AS e 47,3% para a estirpe CAP 081. As únicas sequências desta espécie depositadas 
no GenBank correspondem à região ITS, e apresentam um conteúdo em G+C ligeiramente 
superior (49,8%). 
Utilizando “software” disponível na Internet, foi deduzida a sequência de a.a. dos 
fragmentos sequenciados (Fig. III.13). O fragmento de 567 pb traduz-se numa sequência com 
189 a.a.. De igual modo, foi realizada uma pesquisa, utilizando os programas BLAST (Altschul 
et al., 1997) e FASTA (Pearson & Lipman, 1998; Pearson, 1990), disponíveis na Internet, 
tendo sido verificado que os fragmentos sequenciados apresentavam uma elevada 
percentagem de identidade com sequências de genes de sintetases de quitina de diversos 
fungos, já conhecidas e depositadas em bases de dados. 
Alguns dos fragmentos sequenciados não apresentavam qualquer identidade com 
genes de sintetase de quitina. Tal estará relacionado, provavelmente, com o facto dos 
“primers” utilizados serem degenerados, e consequentemente algo inespecíficos. Este facto é 
confirmado pela presença de produtos de PCR de tamanho diferente do esperado (?  600 pb) 
conforme se pode observar na Fig. III. 11. Este produtos apesar de minoritários, 
encontraram-se sempre em grande quantidade nos clones analisados. 
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CBS 229.95 
gacctcttgtttgctagaactatggttggcgtgttcaagaacattgagtatatgtgctcg 
 D  L  L  F  A  R  T  M  V  G  V  F  K  N  I  E  Y  M  C  S  
aggacgaacagtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagactgtggtgtgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  T  V  V  C  V  V  
agtgacggtcgtgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagctgggctaggagtg 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
tatcaggacggcatcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacggcccatatctac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  A  H  I  Y  
gaatatacaacccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcatcttcaaaccacga 
 E  Y  T  T  Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  I  F  K  P  R  
caaggcccacctgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcagaaggaaatcaat 
 Q  G  P  P  V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  E  I  N  
tctcatagatggtttttccaagcatttggtcgaatacttgatcccaatatttgcgtactg 
 S  H  R  W  F  F  Q  A  F  G  R  I  L  D  P  N  I  C  V  L  
attgacgctgggacgaagcctggaaaagattcggtttatcacctctggaaagcgtttgac 
 I  D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  K  A  F  D  
atcaatccaatgtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctttcacatggaaag 
 I  N  P  M  C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  S  H  G  K  
aaacttttgaatcctctggttgcaact 
 K  L  L  N  P  L  V  A  T 
 
 
CBS 161.90 
gatttcttgtttgctagaactatggttggcgtgttcaagaacattgagtatatgtgctcg 
 D  F  L  F  A  R  T  M  V  G  V  F  K  N  I  E  Y  M  C  S  
aggacgaacagtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagattgtggtgtgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agtgacggtcgtgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagctgggctaggagtg 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
tatcaggacggcatcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacggcccatatctac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  A  H  I  Y  
gaatatacaacccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcatcttcaaaccacga 
 E  Y  T  T  Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  I  F  K  P  R  
caaggcccacctgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcagaagaaaatcaat 
 Q  G  P  P  V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  
tctcatagatggtttttccaagcatttggtcgaatacttgatcccaatatttgcgtactg 
 S  H  R  W  F  F  Q  A  F  G  R  I  L  D  P  N  I  C  V  L  
attgacgctgggacgaagcctggaaaagattcggtttatcacctctggaaagcgtttgac 
 I  D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  K  A  F  D  
atcaatccaatgtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctttcacatggaaag 
 I  N  P  M  C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  S  H  G  K  
aaacttttgaatcctctggttgcaact 
 K  L  L  N  P  L  V  A  T 
 
 
CAP 052 
gatttcttgtttgctagaactatggttggcgtgttcaagaacattgagtatatgtgctcg 
 D  F  L  F  A  R  T  M  V  G  V  F  K  N  I  E  Y  M  C  S 
aggacgaacagtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagattgtggtgtgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V 
agtgacggtcgtgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagctgggctaggagtg 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V 
tatcaggacggcatcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacggcccatatctac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  A  H  I  Y 
gaatatacaacccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcaccttcaaaccacga 
 E  Y  T  T  Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  T  F  K  P  R 
caaggcccacctgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcagaagaaaatcaat 
 Q  G  P  P  V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N 
tctcatagatggtttttccaagcatttggtcgaatacttgatcccaatatttgcgtactg 
 S  H  R  W  F  F  Q  A  F  G  R  I  L  D  P  N  I  C  V  L 
attgacgctgagacgaagcctggaaaagattcggtttaccacctctggaaagcgtttgac 
 I  D  A  E  T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  K  A  F  D 
atcaatccaatgtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctttcacatggaaag 
 I  N  P  M  C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  S  H  G  K 
aaacttttgaatcctctgggtgcaact 
 K  L  L  N  P  L  G  A  T 
Resultados 
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CAP 053 
gatttcttgtttgctagaactatggttggcgtgttcaagaacattgagtatatgtgctcg 
 D  F  L  F  A  R  T  M  V  G  V  F  K  N  I  E  Y  M  C  S  
aggacgaacagtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagattgtggtgtgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agtgacggtcgtgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagctgggctaggagtg 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
taccaggacggcatcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacggcccatatctac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  A  H  I  Y  
gaatatacaacccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcatcttcaaaccacga 
 E  Y  T  T  Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  I  F  K  P  R  
caaggcccacctgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcagaagaaaatcaat 
 Q  G  P  P  V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  
tctcatagatggtttttccaagcatttggtcgaatacttgatcccaatatttgcgtactg 
 S  H  R  W  F  F  Q  A  F  G  R  I  L  D  P  N  I  C  V  L  
attgacgctgggacgaagcctggaaaagattcggtttatcacctctggaaagcgtttgac 
 I  D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  K  A  F  D  
atcaatccaatgtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctttcacatggaaag 
 I  N  P  M  C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  S  H  G  K  
aaacttttgaatcctctggttgcaact 
 K  L  L  N  P  L  V  A  T 
 
 
CAP 072 
gtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagattgtggtgtgcgttgtccagtacggtcg 
  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  Q  Y  G  R  
tgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagctgggctaggagtgtatcaggacgg 
 A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  Y  Q  D  G  
catcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacggcccatatctacgaatatacaac 
 I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  A  H  I  Y  E  Y  T  T  
ccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcatcttcaaaccacgacaaggcccacc 
 Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  I  F  K  P  R  Q  G  P  P  
tgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcagaagaaaatcaattctcatagatg 
 V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  S  H  R  W  
gtttttccaagcatttggtcgaatacttgatcccaatatttgcgtactgattgacgctgg 
 F  F  Q  A  F  G  R  I  L  D  P  N  I  C  V  L  I  D  A  G  
gacgaagcctggaaaagattcggtttatcacctctggaaagcgtttgacatcaatccaat 
 T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  K  A  F  D  I  N  P  M  
gtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctttcacatggaaagaaacttttgaa 
 C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  S  H  G  K  K  L  L  N  
tcctctggttgcaact 
 P  L  V  A  T 
 
 
CAP 080 
gatttcttgtttgctagaactatggttggcgtgttcaagaacattgagtatatgtgctcg 
 D  F  L  F  A  R  T  M  V  G  V  F  K  N  I  E  Y  M  C  S  
aggacgaacagtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagattgtggtgtgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agtgacggtcgtgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagctgggctaggagtg 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
tatcaggacggcatcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacggcccatatctac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  A  H  I  Y  
gaatatacaacccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcatcttcaaaccacga 
 E  Y  T  T  Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  I  F  K  P  R  
caaggcccacctgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcagaagaaaatcaat 
 Q  G  P  P  V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  
tctcatagatggtttttccaagcatttggtcgaatacttgatcccaatatttgcgtactg 
 S  H  R  W  F  F  Q  A  F  G  R  I  L  D  P  N  I  C  V  L  
attgacgctgggacgaagcctggaaaagattcggtttatcacctctggaaagcgtttgac 
 I  D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  K  A  F  D  
atcaatccaatgtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctttcacatggaaag 
 I  N  P  M  C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  S  H  G  K  
aaacttttgaatcctctggttgcaact 
 K  L  L  N  P  L  V  A  T 
 
Resultados 
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CAP 081 
gtatatgggctcgaggacgaacagtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagattgtg 
  Y  M  G  S  R  T  N  S  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  I  V  
gtgtgcgttgtcagtgacggtcgtgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagct 
 V  C  V  V  S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  
gggctaggagtgtgtcaggacggcatcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacg 
 G  L  G  V  C  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  
gcccatatctacgaatatacaacccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcatc 
 A  H  I  Y  E  Y  T  T  Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  I  
ttcaaaccacgacaaggcccacctgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcag 
 F  K  P  R  Q  G  P  P  V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  
aagaaaatcaattctcatagatggtttttccaagcatttggtcgaatacttggtcccaat 
 K  K  I  N  S  H  R  W  F  F  Q  A  F  G  R  I  L  G  P  N  
atttgcgtactgattgacgctgggacgaagcctggaaaagattcggtttatcacctctgg 
 I  C  V  L  I  D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  
aaagcgtttgacgtcaatccaatgtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctt 
 K  A  F  D  V  N  P  M  C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  
tcacatggaaagaaacttttgaatcctctggttgcaact 
 S  H  G  K  K  L  L  N  P  L  V  A  T 
 
 
1 AS 
gatttcttgtttgctagaactatggttggcgtgttcaagaacattgagtatatgtgctcg 
 D  F  L  F  A  R  T  M  V  G  V  F  K  N  I  E  Y  M  C  S  
aggacgaacagtaagacctggggcaaagaagcttggaagaagattgtggtgtgcgttgtc 
 R  T  N  S  K  T  W  G  K  E  A  W  K  K  I  V  V  C  V  V  
agtgacggtcgtgcgaagatcaatccacgaaccagagcagtcctagctgggctaggagtg 
 S  D  G  R  A  K  I  N  P  R  T  R  A  V  L  A  G  L  G  V  
tatcaggacggcatcgcaaaacaacaagtcaacggaaaggatgtgacggcccatatctac 
 Y  Q  D  G  I  A  K  Q  Q  V  N  G  K  D  V  T  A  H  I  Y  
gaatatacaacccagatcggccttgacctgaaaggctctaacgtcatcttcaaaccacga 
 E  Y  T  T  Q  I  G  L  D  L  K  G  S  N  V  I  F  K  P  R  
caaggcccacctgtccagatgcttttctgtctgaaagagaagaatcagaagaaaatcaat 
 Q  G  P  P  V  Q  M  L  F  C  L  K  E  K  N  Q  K  K  I  N  
tctcatagatggtttttccaagcatttggtcgaatacttgatcccaatatttgcgtactg 
 S  H  R  W  F  F  Q  A  F  G  R  I  L  D  P  N  I  C  V  L  
attgacgctgggacgaagcctggaaaagattcggtttatcacctctggaaagcgtttgac 
 I  D  A  G  T  K  P  G  K  D  S  V  Y  H  L  W  K  A  F  D  
atcaatccaatgtgtggtggagcgtgcggtgagatcaaagtcatgctttcacatggaaag 
 I  N  P  M  C  G  G  A  C  G  E  I  K  V  M  L  S  H  G  K  
aaacttttgaatcctctggttgcaact 
 K  L  L  N  P  L  V  A  T 
 
Figura III.13. Sequências nucleotídicas e sequências de a.a. deduzidas dos fragmentos do gene que 
codifica para sintetase da quitina, das diferentes estirpes de P. chlamydosporum. 
 
As sequências nucleotídicas (Fig. III.14), bem como as sequências de a.a. deduzidas 
(Fig. III.15) dos fragmentos anteriores foram alinhadas, utilizando para tal os programas 
Clustal W (Thompson et al., 1994) ou Clustal X (Thompson et al., 1997), disponíveis na 
Internet. O alinhamento das sequências foi posteriormente verificado manualmente e 
corrigido quando necessário. Verificou-se que quer as sequências nucleotídicas, quer as 
sequências de a.a. deduzidas apresentavam uma grande identidade entre si, 95 a 100% no caso 
das sequências de a.a., e 98 a 100% no caso das sequências nucleotídicas. Alguma das 
diferenças observadas correspondem a substituições conservativas e semi-conservativas. No 
entanto, é possível que sejam também resultado de erros de sequenciação. 
Resultados 
87 
 
 
CAP 052     GATTTCTTGTTTGCTAGAACTATGGTTGGCGTGTTCAAGAACATTGAGTATATGTGCTCG 60 
CAP 053     GATTTCTTGTTTGCTAGAACTATGGTTGGCGTGTTCAAGAACATTGAGTATATGTGCTCG 60 
CAP 080     GATTTCTTGTTTGCTAGAACTATGGTTGGCGTGTTCAAGAACATTGAGTATATGTGCTCG 60 
CBS 161.90  GATTTCTTGTTTGCTAGAACTATGGTTGGCGTGTTCAAGAACATTGAGTATATGTGCTCG 60 
1 AS        GATTTCTTGTTTGCTAGAACTATGGTTGGCGTGTTCAAGAACATTGAGTATATGTGCTCG 60 
CBS 229.95  GACCTCTTGTTTGCTAGAACTATGGTTGGCGTGTTCAAGAACATTGAGTATATGTGCTCG 60 
CAP 081     -----------------------------------------------GTATATGGGCTCG 13 
CAP 072     ------------------------------------------------------------ 
 
CAP 052     AGGACGAACAGTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGATTGTGGTGTGCGTTGTC 120 
CAP 053     AGGACGAACAGTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGATTGTGGTGTGCGTTGTC 120 
CAP 080     AGGACGAACAGTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGATTGTGGTGTGCGTTGTC 120 
CBS 161.90  AGGACGAACAGTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGATTGTGGTGTGCGTTGTC 120 
1 AS        AGGACGAACAGTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGATTGTGGTGTGCGTTGTC 120 
CBS 229.95  AGGACGAACAGTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGACTGTGGTGTGCGTTGTC 120 
CAP 081     AGGACGAACAGTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGATTGTGGTGTGCGTTGTC 73 
CAP 072     ----------GTAAGACCTGGGGCAAAGAAGCTTGGAAGAAGATTGTGGTGTGCGTTGTC 50 
                      ********************************* **************** 
 
CAP 052     AGTGACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 180 
CAP 053     AGTGACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 180 
CAP 080     AGTGACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 180 
CBS 161.90  AGTGACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 180 
1 AS        AGTGACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 180 
CBS 229.95  AGTGACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 180 
CAP 081     AGTGACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 133 
CAP 072     CAGTACGGTCGTGCGAAGATCAATCCACGAACCAGAGCAGTCCTAGCTGGGCTAGGAGTG 110 
                ******************************************************** 
 
CAP 052     TATCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 240 
CAP 053     TACCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 240 
CAP 080     TATCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 240 
CBS 161.90  TATCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 240 
1 AS        TATCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 240 
CBS 229.95  TATCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 240 
CAP 081     TGTCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 193 
CAP 072     TATCAGGACGGCATCGCAAAACAACAAGTCAACGGAAAGGATGTGACGGCCCATATCTAC 170 
            *  ********************************************************* 
 
CAP 052     GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCACCTTCAAACCACGA 300 
CAP 053     GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCATCTTCAAACCACGA 300 
CAP 080     GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCATCTTCAAACCACGA 300 
CBS 161.90  GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCATCTTCAAACCACGA 300 
1 AS        GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCATCTTCAAACCACGA 300 
CBS 229.95  GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCATCTTCAAACCACGA 300 
CAP 081     GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCATCTTCAAACCACGA 253 
CAP 072     GAATATACAACCCAGATCGGCCTTGACCTGAAAGGCTCTAACGTCATCTTCAAACCACGA 230 
            ********************************************** ************* 
 
CAP 052     CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGAAAATCAAT 360 
CAP 053     CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGAAAATCAAT 360 
CAP 080     CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGAAAATCAAT 360 
CBS 161.90  CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGAAAATCAAT 360 
1 AS        CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGAAAATCAAT 360 
CBS 229.95  CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGGAAATCAAT 360 
CAP 081     CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGAAAATCAAT 313 
CAP 072     CAAGGCCCACCTGTCCAGATGCTTTTCTGTCTGAAAGAGAAGAATCAGAAGAAAATCAAT 290 
            *************************************************** ******** 
 
CAP 052     TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGATCCCAATATTTGCGTACTG 420 
CAP 053     TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGATCCCAATATTTGCGTACTG 420 
CAP 080     TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGATCCCAATATTTGCGTACTG 420 
CBS 161.90  TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGATCCCAATATTTGCGTACTG 420 
1 AS        TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGATCCCAATATTTGCGTACTG 420 
CBS 229.95  TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGATCCCAATATTTGCGTACTG 420 
CAP 081     TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGGTCCCAATATTTGCGTACTG 373 
CAP 072     TCTCATAGATGGTTTTTCCAAGCATTTGGTCGAATACTTGATCCCAATATTTGCGTACTG 350 
            **************************************** ******************* 
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CAP 052     ATTGACGCTGAGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTACCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 480 
CAP 053     ATTGACGCTGGGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTATCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 480 
CAP 080     ATTGACGCTGGGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTATCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 480 
CBS 161.90  ATTGACGCTGGGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTATCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 480 
1 AS        ATTGACGCTGGGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTATCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 480 
CBS 229.95  ATTGACGCTGGGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTATCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 480 
CAP 081     ATTGACGCTGGGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTATCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 433 
CAP 072     ATTGACGCTGGGACGAAGCCTGGAAAAGATTCGGTTTATCACCTCTGGAAAGCGTTTGAC 410 
            ********** *************************** ********************* 
 
CAP 052     ATCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 540 
CAP 053     ATCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 540 
CAP 080     ATCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 540 
CBS 161.90  ATCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 540 
1 AS        ATCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 540 
CBS 229.95  ATCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 540 
CAP 081     GTCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 493 
CAP 072     ATCAATCCAATGTGTGGTGGAGCGTGCGGTGAGATCAAAGTCATGCTTTCACATGGAAAG 470 
            *********************************************************** 
 
CAP 052     AAACTTTTGAATCCTCTGGGTGCAACT 567 
CAP 053     AAACTTTTGAATCCTCTGGTTGCAACT 567 
CAP 080     AAACTTTTGAATCCTCTGGTTGCAACT 567 
CBS 161.90  AAACTTTTGAATCCTCTGGTTGCAACT 567 
1 AS        AAACTTTTGAATCCTCTGGTTGCAACT 567 
CBS 229.95  AAACTTTTGAATCCTCTGGTTGCAACT 567 
CAP 081     AAACTTTTGAATCCTCTGGTTGCAACT 520 
CAP 072     AAACTTTTGAATCCTCTGGTTGCAACT 497 
            ******************* ******* 
 
Figura III.14. Alinhamento das sequências nucleotídicas dos fragmentos do gene de sintetase da 
quitina das estirpes de P. chlamydosporum. Um asterisco indica identidade completa naquela posição em 
todos os fragmentos. 
 
 
 
CAP 052     DFLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGKEAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
CAP 053     DFLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGKEAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
CAP 080     DFLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGKEAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
CBS 161.90  DFLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGKEAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
1 AS        DFLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGKEAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
CBS 229.95  DLLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGKEAWKKTVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 60 
CAP 072     ------------------------KTWGKEAWKKIVVCVVQYGRAKINPRTRAVLAGLGV 36 
CAP 081     ----------------YMGSRTNSKTWGKEAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAVLAGLGV 44 
                                    ********** *****. ****************** 
 
CAP 052     YQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVTFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKKIN 120 
CAP 053     YQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVIFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKKIN 120 
CAP 080     YQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVIFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKKIN 120 
CBS 161.90  YQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVIFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKKIN 120 
1 AS        YQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVIFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKKIN 120 
CBS 229.95  YQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVIFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKEIN 120 
CAP 072     YQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVIFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKKIN 96 
CAP 081     CQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLDLKGSNVIFKPRQGPPVQMLFCLKEKNQKKIN 104 
             ********************************** *********************:** 
 
CAP 052     SHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAETKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGACGEIKVMLSHGK 180 
CAP 053     SHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGACGEIKVMLSHGK 180 
CAP 080     SHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGACGEIKVMLSHGK 180 
CBS 161.90  SHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGACGEIKVMLSHGK 180 
1 AS        SHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGACGEIKVMLSHGK 180 
CBS 229.95  SHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGACGEIKVMLSHGK 180 
CAP 072     SHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGACGEIKVMLSHGK 156 
CAP 081     SHRWFFQAFGRILGPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDVNPMCGGACGEIKVMLSHGK 164 
            *************.********* ****************:******************* 
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CAP 052     KLLNPLGAT 189 
CAP 053     KLLNPLVAT 189 
CAP 080     KLLNPLVAT 189 
CBS 161.90  KLLNPLVAT 189 
1 AS        KLLNPLVAT 189 
CBS 229.95  KLLNPLVAT 189 
CAP 072     KLLNPLVAT 165 
CAP 081     KLLNPLVAT 173 
            ****** ** 
 
Figura III.15. Alinhamento das sequências de a.a. deduzidas dos fragmentos do gene de sintetase da 
quitina das estirpes de P. chlamydosporum. Um asterisco indica identidade completa naquela posição em 
todos os fragmentos. Dois pontos indicam substituições conservativas, e um ponto indica substituições 
semi-conservativas. 
 
Uma vez que todos os fragmentos sequenciados são essencialmente idênticos, a análise 
posterior foi baseada em apenas um deles. Para o efeito, foi seleccionado o fragmento da 
estirpe CBS 161.90, que corresponde a uma sequência consenso para todos os restantes. 
Apesar do fragmento sequenciado não representar uma ORF completa, i.e., com 
codão de iniciação e terminação, é possível fazer uma pequena análise de uso de codões para o 
gene de sintetase da quitina de P. chlamydosporum, determinando o uso de codões absoluto (CU) 
e relativo (SCU). O uso absoluto de codões (CU, “Codon Usage”) define-se como o número 
de vezes que um determinado codão aparece numa ORF ou grupo de ORF’s. O uso de 
codões sinónimos (SCU, “Synonimous Codon Usage”) é o número de vezes que se usa um 
codão CU divido pelo número total de codões que codificam o mesmo a.a. numa sequência. 
Na tabela III.7 é possível observar que existe uma preferência em relação a determinados 
codões. A análise de uso de codões foi também realizada recorrendo a software disponível na 
Internet. 
Para os a.a. codificados por dois codões (Phe, Tyr, His, Gln, Asn, Lys, Asp , Glu e 
Cys), apenas Tyr, His e Cys mostram preferência por um dos codões, UAU, CAU e UGC 
respectivamente. Nos restantes a.a., ambos os codões são usados com frequência idêntica. 
Para Ile o único a.a. codificado por 3 codões, AUC é usado com uma frequência elevada 
(0,615) quando comparado com AUU e AUA. Os a.a. Pro, Thr e Ala não demonstram 
preferência acentuada por qualquer dos codões. Leu apresenta uma preferência pouco 
acentuada pelos codões CUU e CUG. Os codões menos usados são UUA (0) e CUC (apenas 
1 vez). Para Ser, os codões UCC e AGC nunca são usados, enquanto os restantes são 
utilizados com frequências quase idênticas. No caso do a.a. Arg, os codões CGC e CGG 
também nunca são utilizados, e os restantes codões são usados com frequências quase 
idênticas. 
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Tabela III.7. Uso de codões (CU) e de codões sinónimo no fragmento do gene de sintetase de 
quitina. 
  CU SCU    CU SCU 
Phe 
 
Leu 
UUU 
UUC 
UUA 
UUG 
4 
5 
0 
2 
0,444 
0,556 
0,000 
0,143 
 Tyr 
 
ter 
ter 
UAU 
UAC 
UAA 
UAG 
4 
1 
0 
0 
0,800 
0,200 
0,000 
0,000 
         
Leu CUU 
CUC 
CUA 
CUG 
5 
1 
2 
4 
0,357 
0,071 
0,143 
0,286 
 His 
 
Gln 
CAU 
CAC 
CAA 
CAG 
3 
1 
4 
4 
0,750 
0,250 
0,500 
0,500 
         
Ile 
 
 
Met 
AUU 
AUC 
AUA 
AUG 
4 
8 
1 
5 
0,308 
0,615 
0,077 
1,000 
 Asn 
 
Lys 
AAU 
AAC 
AAA 
AAG 
6 
4 
10 
10 
0,600 
0,400 
0,500 
0,500 
         
Val GUU 
GUC 
GUA 
GUG 
4 
6 
1 
5 
0,250 
0,375 
0,063 
0,313 
 Asp 
 
Glu 
GAU 
GAC 
GAA 
GAG 
4 
5 
2 
3 
0,444 
0,556 
0,400 
0,600 
         
Ser UCU 
UCC 
UCA 
UCG 
2 
0 
1 
2 
0,286 
0,000 
0,143 
0,286 
 Cys 
 
ter 
Trp 
UGU 
UGC 
UGA 
UGG 
2 
4 
0 
4 
0,333 
0,667 
0,000 
1,000 
         
Pro CCU 
CCC 
CCA 
CCG 
3 
1 
4 
0 
0,375 
0,125 
0,500 
0,000 
 Arg CGU 
CGC 
CGA 
CGG 
1 
0 
3 
0 
0,125 
0,000 
0,375 
0,000 
         
Thr ACU 
ACC 
ACA 
ACG 
2 
3 
1 
3 
0,222 
0,333 
0,111 
0,333 
 Ser 
 
Arg 
AGU 
AGC 
AGA 
AGG 
2 
0 
3 
1 
0,286 
0,000 
0,375 
0,125 
         
Ala GCU 
GCC 
GCA 
GCG 
4 
1 
4 
3 
0,333 
0,083 
0,333 
0,250 
 Gly GGU 
GGC 
GGA 
GGG 
4 
6 
5 
2 
0,235 
0,353 
0,294 
0,118 
 
A sequência de a.a. deduzida do fragmento do gene de sintetase de quitina foi alinhada 
com outras sequências de a.a. de sintetases de quitina de diferentes fungos (Fig. III.16). Os 
resultados do alinhamento permitem incluir o fragmento de P. chlamydosporum no grupo de 
sintetases de quitina que formam a classe I descrita por Bowen et al. (1992). No seu trabalho, 
Bowen et al. (1992) descreveram ainda duas outras classes (classe II e III), no entanto, neste 
trabalho nenhum dos clones sequenciados corresponde a qualquer destas classes. 
Posteriormente, outras classes de sintetases de quitina têm sido descritas (Beth-Din et al., 1996; 
Xoconostle-Cázares et al., 1997). 
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Tabela III.8. Lista das espécies de fungos e respectivos genes de sintetase de quitina utilizados no 
alinhamento de sequências de aminoácidos. 
Espécie Gene/Código N.º acesso GenBank 
Saccharomyces cervisiae CHS1 
CHS2 
 
M14045 
M23865 
Schizosaccharomyces pombe  SpCHS1 
 
M82957 
Emericella (Aspergillus) nidulans  AdCHS1 
AdCHS2 
 
M82938 
M82939 
Aspergillus niger  AnCHS1 
AnCHS2 
 
M82940 
M82941 
Ajellomyces (Blastomyces) dermatitidis  BdCHS1 
BdCHS2 
 
M82942 
M82943 
Ajellomyces (Histoplasma) capsulatas HcCHS1 
HcCHS2 
HcCHS3 
 
M82947 
M82948 
M82949 
Neurospora crassa  NcCHS1 
NcCHS2 
NcCHS3 
 
M82950 
M82951 
M73437 
Ustilago maydis  UmCHS1 
UmCHS2 
 
M82958 
M82959 
Schizophyllum comunne   ScCHS1 
 
M82956 
Candida albicans  CaCHS1 
CaCHS2 
 
X52420 
M82937 
Exiphiala jeanselmei  EjCHS1 
EjCHS2 
EjCHS3 
 
M82944 
M82945 
M82946 
Phaeococcus exophialae  PeCHS1 
PeCHS2 
 
M82952 
M82953 
Rhinocladiella atrovirens  RaCHS1 
RaCHS2 
 
M82954 
M82955 
Wangiella dermatitidis  WdCHS1 
WdCHS2 
WdCHS3 
 
M81905 
M81906 
M81907 
Xylohypha bantiana  XbCHS1 
XbCHS2 
 
M82960 
M82961 
Phialophora verrucosa  PvCHS1 
PvCHS2 
 
L37685 
L37686 
Magnaporthe grisea  MgCHS1 
MgCHS2 
MgCHS3 
 
X96413 
X96414 
X96415 
Sporothrix schenckii  SsCHS1 
SsCHS2 
SsCHS3 
 
L24908 
L24909 
L24911 
Botrytis cinerea  BcCHS1 
 
X77937 
Metarhizium anisopliae  MaCHS1 
MaCHS2 
MaCHS3 
U93265 
U93266 
U93267 
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Neste alinhamento foram utilizadas sequências de a.a. de sintetases de quitina de 
diversas espécies de fungos. Na tabela III.8 apresenta-se a listagem dos referidos fungos, assim 
como o código utilizado para referenciar cada um dos genes. Para cada espécie, com excepção 
de S. cerevisiae, as duas primeiras letras do código correspondem ao seu nome. Apresenta-se 
também, para cada sequência o seu código de acesso do GenBank. 
A partir do alinhamento das diferentes sequências de a.a. foi gerado um dendrograma 
(Fig. III.17). A visualização e arranjo gráfico do dendrograma foi realizada através do recurso 
ao programa TREEVIEW (Page, 1996), também disponível na Internet. Observando este 
dendrograma é possível distinguir as diferentes classes de sintetases de quitina, pois as 
sequências pertencentes a cada classe agrupam conjuntamente em ramos diferentes. É possível 
também verificar que, o fragmento de sintetase de quitina de P. chlamydosporum (PcCHS) se 
inclui no ramo onde se encontram todas as sintetases de quitina de classe I. Este facto é 
também visível no alinhamento das diferentes sequências de sintetases de quitina (Fig. III.16). 
As diferentes classes de sintetases de quitina descritas anteriormente podem também 
ser distinguidas com base numa mera inspecção visual do alinhamento das várias sequências 
de a.a. (Fig. III.16), pois estas diferenciam-se com base em “gaps” e resíduos característicos 
(Bowen et al., 1992). 
A inclusão do fragmento PcCHS na classe I é ainda reforçada pelo facto deste 
apresentar uma elevada identidade com as regiões homólogas de sintetases de quitina de classe 
I de outros fungos (ver tabela III.9), quer a nível da sequência de a.a., quer a nível da sequência 
nucleotídica. 
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Tabela III.9. Percentagens de identidade de sequência de a.a. (em cima, a escuro) e nucleotídica (em 
baixo) entre o fragmento PcCHS e a região homóloga de sintetases de quitina de classe I de outras 
espécies de fungos. 
 % de identidadea 
 
C
H
S1
 
C
aC
H
S2
 
A
dC
H
S1
 
A
nC
H
S1
 
B
dC
H
S1
 
W
dC
H
S2
 
H
cC
H
S1
 
N
cC
H
S1
 
E
jC
H
S1
 
Pe
C
H
S1
 
R
aC
H
S1
 
X
bC
H
S1
 
M
aC
H
S1
 
Pv
C
H
S1
 
M
gC
H
S3
 
Ss
C
H
S1
 
B
cC
H
S1
 
Pc
C
H
S 
CHS1 
  
54 
63 
56 
53 
56 
59 
56 
49 
56 
54 
55 
54 
53 
57 
53 
62 
55 
56 
55 
55 
54 
61 
52 
58 
54 
60 
49 
52 
52 
51 
54 
61 
56 
60 
CaCHS2 
   
58 
52 
59 
54 
58 
47 
57 
57 
57 
46 
63 
62 
56 
57 
57 
60 
56 
56 
57 
58 
54 
56 
53 
59 
56 
53 
55 
54 
57 
59 
57 
57 
AdCHS1 
    
91 
79 
88 
75 
88 
73 
89 
75 
83 
75 
87 
73 
87 
73 
87 
74 
83 
72 
79 
72 
82 
72 
75 
66 
75 
73 
82 
70 
88 
72 
AnCHS1 
     
88 
76 
86 
75 
89 
75 
80 
77 
86 
75 
86 
76 
86 
75 
81 
73 
75 
72 
81 
72 
75 
65 
74 
74 
82 
73 
85 
75 
BdCHS1 
      
87 
76 
96 
86 
82 
75 
87 
73 
87 
73 
87 
73 
82 
73 
79 
73 
82 
75 
78 
69 
79 
75 
82 
71 
88 
74 
WdCHS2 
       
87 
75 
83 
75 
96 
78 
97 
79 
97 
79 
90 
79 
79 
73 
92 
79 
79 
66 
76 
74 
85 
73 
87 
74 
HcCHS1 
        
83 
74 
88 
74 
88 
74 
88 
74 
82 
73 
79 
71 
82 
76 
79 
69 
79 
71 
83 
72 
89 
74 
NcCHS1 
         
83 
76 
83 
78 
83 
77 
80 
72 
85 
78 
78 
73 
85 
78 
92 
83 
85 
73 
82 
74 
EjCHS1 
          
98 
90 
98 
92 
89 
76 
78 
74 
91 
80 
79 
71 
75 
71 
83 
73 
86 
76 
PeCHS1 
           
98 
91 
89 
76 
79 
73 
92 
79 
79 
69 
75 
72 
83 
73 
87 
75 
RaCHS1 
            
91 
77 
79 
74 
92 
81 
79 
69 
75 
72 
83 
72 
87 
76 
XbCHS1 
             
76 
70 
85 
76 
75 
66 
72 
71 
83 
74 
83 
74 
MaCHS1 
              
76 
72 
79 
68 
84 
77 
81 
72 
78 
71 
PvCHS1 
               
75 
65 
71 
73 
79 
71 
83 
71 
MgCHS3 
                
84 
72 
82 
67 
77 
64 
SsCHS1 
                 
84 
71 
76 
69 
BcCHS1 
                  
83 
74 
PcCHS 
                   
a Os valores de identidade estão expressos em percentagem, calculados com a sequência de a.a. 
deduzida. O valor desta percentagem foi calculado dividindo o n.º de a.a. iguais pelo tamanho da 
sequência mais pequena, excluindo os “gaps”, no método de alinhamento múltiplo (Clustal W).   
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CHS2     KYSLARTIHSIMKNVAHLCKREKSHVWGP------NGWKKVSVILISDGRAKVNQGSLDY 54 
CaCHS1   EVAFARTMHGVMKNIAHLCSRHKSKIWGK------DSWKKVQVIIVADGRNKVQQSVLEL 54 
AnCHS2   EIGFTRTLHGVMQNITHLCSRSKSRTWGK------DGWKKIVVCIIADGRKKVHPRTLNA 54 
AdCHS2   ETHFTRTMHGVMQNISHFCSRSKSRTWGK------DGWKKIVVCIISDGRKKVHPRTLNA 54 
BdCHS2   EIHFTRTMHGIMRNITHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRQKVHPRTLNA 54 
HcCHS3   EIHFTRTTHGIMANITHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRQKVHPRTLNA 54 
WdCHS1   EIEFTRTMHGIMRNIAHFCSRTRSRTWGK------DGWQKIVVCVIADGRQKVHPRTLNA 54 
XbCHS2   EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCVIADGRQNVHPRTLNA 54 
EjCHS2   EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCVIADGRQKVHPRTLNA 54 
PeCHS2   EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWPKIVVCVIADGRQKVHPRTLNA 54 
PvCHS2   EIEFTRTMHGIMRNISHFCSRTKSRTWGK------DGWQKIVVCIIADGRQKVHPRTLNA 54 
NcCHS2   EFGFTRTMHAVMKNISHFCSRNKSRTWGA------DGWQKIVVCVVSDGREIIHPRTLDA 54 
SsCHS2   AYDFTRTMHAVMKNIAHFCGRNKSRTWGK------HGWQKIVVCIVSDGRERIHPRTVDA 54 
MgCHS1   EYDFTRTMHAVMKNISHFCRRSKSRTWGE------NGWQRVVVCIVSDGREKIHPRTLDA 54 
MaCHS2   EICFTRTTHAVMKNISHFCSRSRSRTWGE------NGWQKIVVCIISDGREKIHPRTLDA 54 
SpCHS1   EVLFARTMHSVMKNISHLCTRKNSQVWGK------DAWKKVVVCIISDGRTKIHPRTLAY 54 
ScCHS1   EELFCRTMHGVIKNIAHLCKRDRSKTWGK------EGWKKVVVCIVSDGRQKINSRTLSV 54 
UmCHS2   DVLFARTMGGVIKNIAHLCSRTRSKTWGP------DAWKKVVVIIVADGRKKANERMLKA 54 
EjCHS1   EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRTSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINPRTRAV 54 
PeCHS1   EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRTSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINTRTRAV 54 
RaCHS1   EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRTSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDRRAKINPRTRAV 54 
WdCHS2   EFLFARTMIGVFKNIEFMCNRSSSKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINPRTRAV 54 
PvCHS1   EFLFARTMIGVFKNIEYMCNRNTSKTWGK------EAWKKIVVSILRDGRAKINPRRRAV 54 
XbCHS1   DFLFARTMIGVFKNIEIMCNKGSSQTWGK------EAWKKIVVCIVSDRRAKINPRTRAV 54 
AnCHS1   DFLFARTMIGVFKNIEYMCSRTSSKTWGK------DAWKKIVVCVISDGRAKINPRTRAV 54 
AdCHS1   DFLFARTMVGVFKNIEHMCSRTRRSTWGK------DAWKKIVVCVISDGRAKINPRTRAV 54 
BdCHS1   DFLFARTMIGVFKNIEYMCSRTNSKTWGK------EAWKKIVVCVVSDGRAKINQRTKAV 54 
HcCHS1   DFLFARTMIGVFKNIEYMCSRTNSKTWGK------EAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
PcCHS    DFLFARTMVGVFKNIEYMCSRTNSKTWGK------EAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
NcCHS1   EILFARTMIGVFKNIEYMCKRTESKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAL 54 
SsCHS1   EILFARTMVGVLKNVEYMCKRNESKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTAAL 54 
MgCHS3   EVLFARTMIGVFKNIEYMCKRPESKTWGK------EAWKKIVVCIVSDGRAKINPRTRAL 54 
MaCHS1   DILFARTMIGVFKNIEYMCNRPNSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTKAI 54 
BcCHS1   DVLFARTMHGVFKNIEFMCTRKDSKTWGK------DAWKKIVVCVVSDGRAKINPRTRAV 54 
CHS1     HILLGRTLKGIMDNVKYMVKKKNSSTWGP------DAWKKIVVCIISDGRSKINERSLAL 54 
CaCHS2   DILLGRTLKGVFKNIKYLESKARSSTWGK------DSWKKIVVCIVSDGRTKINERAQAL 54 
EjCHS3   KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKNTLDL 56 
RaCHS2   KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDQNTLDL 56 
WdCHS3   KVLTARTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIDPCDKNTLDV 56 
HcCHS2   KMLTSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSEFWNK----GGPAWQKIAVCLVFDGIDPCDKDTLDV 56 
MgCHS2   KVLLSRTLHGVMQNIRDIVSLKKSTFWNK----GGPAWQKIVVCFVFDGIEKTDKNVLDV 56 
SsCHS3   KVLLSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSTFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGLEKADKNVLDV 56 
NcCHS3   KVLLSRTLHSVMTNIRDIVNLKKSSFWNR----GGPAWQKIVVCLVFDGLDKTDKNVLDV 56 
MaCHS3   KVLLSRTLHGVMQNIRDIVNLKKSTFWNK----GGPAWQKIVVCLVFDGIEKADKSTLDV 56 
UmCHS1   RILLARTLHGVMLNIRDICKSKSSKFWRRSAEEGRPGWQRIVVSLIFDGIDPCDEEVLDL 60 
              **  .:: *:  :        *         .* :: * .: *     .       
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CHS2     LAALGVYQEDMAKASVNGDPVKAHIFELTTQVSIN---ADLDYVS--KD----IVPVQLV 105 
CaCHS1   LTATGCYQENLARPYVNNSKVNAHLFEYTTQISID---ENLKFKGDEKN----LAPVQVL 107 
AnCHS2   LAALGVYQEGIAKNVVNQKQVNAHVYEYTTQVSLD---PDLKFKGAEKG----IMPCQVL 107 
AdCHS2   LAALGVYQEGIAKNVVNQKQVNAHVYEYTTQVSLD---SDLKFKGAEKG----IVPCQVI 107 
BdCHS2   LAAMGVYQDGIAKNIVNQKPVNAHVYEYTTQVSLD---PDLKFKGAEKG----YKPCQII 107 
HcCHS3   LAAMGVYQDGIAKNIVNQKPVNAHVYEYTTQVSLD---PDLKFKGAEKG----IMPCQII 107 
WdCHS1   LAAMGVYQDGIAKNVVNQKEVTAHVYEYTTQVSLD---ETLKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
XbCHS2   LAAMGVYQDGIAKNEVNSKEVTAHVYEYTTQVSLD---ETLKFKGAEKG----TVPCQDV 107 
EjCHS2   LAALGVYQDGIAKNIVNQKEVTAHVYEYTTQVSLD---EGMKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
PeCHS2   LAALGVYQDGIAKNVVNKKEVTAHVYEYTTQVSLD---EGMKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
PvCHS2   LAALGVYQDCIAKTLVNQKEVRAHVYEYTTQVSLD---EGLKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
NcCHS2   LAAMGVYQHGIAKNFVNQKAVQAHVYEYTTQVSLD---SDLMFKGAEKG----IVPCQMI 107 
SsCHS2   LAAMGIYQHGIAKNFVNQKAVQAHVYEYTTQVSLD---SDLKFKGAEKG----IVPCQMI 107 
MgCHS1   LAAMGVYQHGIAKNYVNQKAVQAHVYEYTTQVSLD---ADLKFKGAEKG----IVPCQML 107 
MaCHS2   LAAMGVYQHGIAKNYVNNRAVQAHVYEYTTQVSLD---ADLKFKGAEKG----IVPCQLI 107 
SpCHS1   LAAIGVYQDGIAKNQVNDREVKAHIYEYTTQLSID---PNLKFKGSDRG----IVPVQMI 107 
ScCHS1   IAAMGRHQDGIAKNVVNKKPVTAHIYEYTTQITVT---PSMKIEGAERG----TMPVQLI 107 
UmCHS2   LGLMGCYNEGVMKDHVLKKPVEAHIFEYTTRVQIT---EKGEVKVT-------PCPIQVV 104 
EjCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQGSLKPRS-----ATPVQLL 108 
PeCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
RaCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
WdCHS2   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
PvCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYRYTTQVSLD-LKGTQVSLKPRS-----ATPVQLL 108 
XbCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGID-LKGTQVSLRPKG-----ATPVQLL 108 
AnCHS1   LAGLGCYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGLE-LKGGQVSLKPRT-----GCPVQMI 108 
AdCHS1   LAGLGCYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGME-LKGNQVHLKPRS-----GVPVQMI 108 
BdCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGME-LKGTQVHLKPRS-----GVPVQMI 108 
HcCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGME-LKGNQVHLKPRS-----GVPVQMI 108 
PcCHS    LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGLD-LKGSNVIFKPRQ-----GPPVQML 108 
NcCHS1   LAGMGVYQEGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGMT-IKNDVVQLIPKQ-----Q-PVQML 107 
SsCHS1   LAGMGVYQEGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQIGMR-IKNDVVQLVPKQ-----Q-PVQML 107 
MgCHS3   LAGLGVYQEGIARQNVDDKPTTAHIYEYTTQIGMA-LKNDVVQLLPRQ-----Q-PVQLL 107 
MaCHS1   LSGMGVYQEGIAKQQVNNKDVTAHIYEYSTHTHLQ-LKNGVVSLVHNR-----Q-PVQML 107 
BcCHS1   LAGLGVYQDGIAKQQVNGKDVTAHIYEYTTQVGIS-LKKDIVTLTPKQ-----Q-PVQLL 107 
CHS1     LSSLGCYQDGFAKDEINEKKVAMHVYEHTTMINITNISESEVSLECNQG----TVPIQLL 110 
CaCHS2   LAGLGVYQEGLAKSRVDDKKVQAHMFEYTTRVGISKVTDDVVKLTTEK-----VVPVQML 109 
EjCHS3   LATVGIYQDGVMKKDVDGKDTVVHIFEYTTQLSVT---PNQQLIRPNDNDSTSLPPVQMI 113 
RaCHS2   LATVGIYQDGVMKKDVDARTRLVHIFEYTTQLSVT---PNQQLIDPNDNVTTSLPPVQMI 113 
WdCHS3   LATIGVYQDGVMKKDVDGKETVAHIFEYTTQLSVT---ANQQLIRPNDNDATSLPPAQMI 113 
HcCHS2   LATIGIYQDGVMKKDVDGKETIAHIFEYTTQLSVT---ANQQLIRPHDDGPSTLPPVQMM 113 
MgCHS2   LATIGIYQDGVVKKDVHGQETVAHIFEYTTQLSVT---PSQQLIRPQDDGPNTLPPVQFI 113 
SsCHS3   LATIGVYQDGVIKEDVDGQPTVAHIFEYTTQLSVT---PGQQLIRPVNDGPTTLPPVQFI 113 
NcCHS3   LATIGVYQDGVIKKDVDGKETVAHIFEYTSQLSVT---PNQALIRPVDDGPQTLPPVQFI 113 
MaCHS3   LATVGVYQDGVIKKDVDGKETVAHIFEYTSQLSVT---PSQQLIRPNWRQPQNLPPVQFI 113 
UmCHS1   LATVGVYQDGVMKRKVDGKDTVAHLFEYTTQLSVD---PTPALIQPHADDASNLVPVQMI 117 
         :   * ::. . :  :       *::. ::   :                     * * : 
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CHS2     FCLKEENKKKINSHRWLFNAFCPVLQPTVVTLVDVGTRLNNTAIYRLWKVFDMDSNVAGA 165 
CaCHS1   FCLKESNQKKINSHRWLFNAFCPVLDPNVIVLLDVGTKPDNHAIYNLWKAFDRDSNVAGA 167 
AnCHS2   FCLKEHNKKKLNSHRWFFNAFGRALQPNICILLDVGTKPAPTALYHLWKAFDQNSNVAGA 167 
AdCHS2   FCLKEHNQKKLNSHRWFFNAFGRALQPNICILLDVGTRPEPTALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
BdCHS2   FCLKERNEKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPAPTALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
HcCHS3   FCLKERNEKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPGPTALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
WdCHS1   FCLKEKNKKKLNSHRWFFNAFGRALIPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQNSNVAGA 167 
XbCHS2   FCLKEKNKKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
EjCHS2   FCLKEQNKKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
PeCHS2   FCLKEQNKRKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDVGTKPDSKALYHLWKAFDQDSNVAGA 167 
PvCHS2   FCLKEKNKKKLNSHRWFFNAFGRALTPNVCILLDLGTKPDSKALYYLWKAFDQDSNVAGA 167 
NcCHS2   FCLKEKNQKKLNSHRWFFNAFGKALNPNVCILLDVGTRPGGTSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
SsCHS2   FCLKERNQRKLNSHRWFFNAFGRSLNPNVCILLDVGTRPGNNSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
MgCHS1   FCLKERNQRKLNSHRWFFNAFGKALNPSVCILLDVGTRPGGNSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
MaCHS2   FCLKEKNSRKLNSHRWFFNAFGKALNPNVCILLDVGTRPGSNSLYHLWKAFDTDSNVAGA 167 
SpCHS1   FCLKEKNQKKLNSHLWFFQAFCPILKPEVCILLDAGTRPGDQSIYHLWKSFDLNPQVAGA 167 
ScCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFNAFGPILQPNVCVLLDVGTMPGPTSIYHLWKAFDINSNVGGA 167 
UmCHS2   FCLKEQNKKKLNSHRWYFNAFCQMLKPNVCILLDVGTKPTGTSIYELWKSFDKHHRVGGA 164 
EjCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLFDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
PeCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
RaCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
WdCHS2   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWKAFDLEPMCGGA 168 
PvCHS1   FCSKEKNQKKINSHRWFFQPFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYQLWPAFDLEPMCGGA 168 
XbCHS1   FCLKEKIRRKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTKPGKDSIYHLWKAFDLEPMIGGA 168 
AnCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTRPGKDSIYHLWKAFDVDPMCGGA 168 
AdCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTQPGKDSIYRLWKAFDVEPMCGGA 168 
BdCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTKPGRDSIYHLWRAFDLHPMCGGA 168 
HcCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTKPGRDSIYHLWRAFDLQPMCGGA 168 
PcCHS    FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRILDPNICVLIDAGTKPGKDSVYHLWKAFDINPMCGGA 168 
NcCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTEPGGSSIYHLWKAFDLD------ 161 
SsCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNVCVLIDAGTRPGGNSIYHLWKAFDLEPMCAGA 167 
MgCHS3   FCLKENNQKKINSHRWFFSAFGRVLNPNICVLLDAGTKPGGNSIYHLWKAFDLEPMCAGA 167 
MaCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLIDAGTRPGGNSIYHLWKAFDLEPTCGGA 167 
BcCHS1   FCLKEKNQKKINSHRWFFQAFGRVLDPNICVLLDAGTKPGKDSIYHLWKAFDLEPHCAGA 167 
CHS1     FCLKEQNQKKINSHRWAFEGFAELLRPNIVTLLDAGTMPGKDSIYQLWREF-RNPNVGGA 169 
CaCHS2   FCLKETNAKKINSHRWCFQAIGQVLDPKIVVLLDCGTQPSGRSLYELWKEFDRDHRVAGA 169 
EjCHS3   FCLKQKNSKKINSHRWLFNGFGRILNPEVCILLDAGTKPGPKSLMALWEAFYNDKDLGGA 173 
RaCHS2   FCLKQKNSKKINSHRWLFDGFGRILNPEVCILLDAGTKPGPKSLMSLWEAFYNDKDLGGA 173 
WdCHS3   FCLKQKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCILLDAGTKPGSKSLMALWQAFYNDKDLGGA 173 
HcCHS2   FCLKQKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEICILLDAGTKPGHKSLLALWEAFYNDKDLGGS 173 
MgCHS2   FCLKAKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCIVLDAGTKPSSRSLLGLWEGFYNDKDLGGA 173 
SsCHS3   FCLKQQNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCILLDAGTKPSPKSLLALWEGFYNDKDLGGA 173 
NcCHS3   FCLKQKNTKKINSHRWLFNAFGRILNPEVCILLDAGTKPSPRSLLALWEGFYNDKDLGGA 173 
MaCHS3   FCLKQKNSKKINSHRWLFNAFGRILNPEVTILIDAGTKPSPRSLLALWEGFYNDKDLGGA 173 
UmCHS1   FCLKQKNSKKINSHRWLFNALGRHLQPELCVLIDAGTKPGHKSLYYLWEAFYNNANLGGA 177 
         ** *    :*:*** * *. :   * * :  :.* **     ::  **  *  .       
 
 
 
 
 
 
 
C
LA
SS
E
 II
 
C
LA
SS
E
 I 
C
LA
SS
E
 II
I 
Resultados 
97 
 
 
 
 
 
CHS2     AGQIKTMK---------------------GKWGLKLFNPLVAS------- 187 
CaCHS1   AGEIKAMK---------------------GKGWINLTNPLVAS------- 189 
AnCHS2   AGEIKAGK---------------------GKGMLGLLNPLVAS------- 189 
AdCHS2   AGEIKASK---------------------GKNMLGLLNPLVAS------- 189 
BdCHS2   AGEIKAGK---------------------GKGWLGLFNPLVAS------- 189 
HcCHS3   AGEIKAGK---------------------GKGWLGLFNPLVAS------- 189 
WdCHS1   AGEIKADK---------------------GKGWLGLLNPLVAS------- 196 
XbCHS2   AGEIKADK---------------------GKGWMGLLNPLVAS------- 189 
EjCHS2   AGEIKADK---------------------GKGWMCLLNPLVS-------- 188 
PeCHS2   AGEIKADK---------------------GKGWLGLLNPLVAS------- 189 
PvCHS2   AGEIKADK---------------------GKGWMGLLNPLVAS------- 189 
NcCHS2   CGEIKAMK---------------------GRFGGNLLNPLVAS------- 189 
SsCHS2   CGEIKAMK---------------------GRFGGNLLNPLVAS------- 189 
MgCHS1   CGEIKAMK---------------------GRLGQNLLNPLVAS------- 189 
MaCHS2   CGEIKAMK---------------------GRFGSNLLNPLVAS------- 189 
SpCHS1   CGEIVVMK---------------------GKLGSGLINPLVAT------- 189 
ScCHS1   CGEIVALK---------------------GKWGLNLLNPLVAA------- 189 
UmCHS2   CGEICVDT---------------------GRGCTALFNPLVAS------- 186 
EjCHS1   CGEIKVML----------------------DHGKKLYNPLIAT------- 189 
PeCHS1   CGEIKVML----------------------DHGKKLYNPLIAT------- 189 
RaCHS1   CGEIKVML----------------------DHGKKLYNPLIAT------- 189 
WdCHS2   CGEIKVML----------------------DHGKKLLNPLVAT------- 196 
PvCHS1   CGEIKVML----------------------DKGKKLYNPLVAT------- 189 
XbCHS1   CGEIKVML----------------------EHGKKLYNPLVAT------- 189 
AnCHS1   CGEIKVMX----------------------SHGKKLLNPLVAG------- 189 
AdCHS1   CGEIKVML----------------------DHGKKLFNPLVAG------- 189 
BdCHS1   CGEIKTML----------------------SHGKKLINPLVAA------- 189 
HcCHS1   CGEIKAML----------------------SHGKKLINPLIA-------- 188 
PcCHS    CGEIKVML----------------------SHGKKLLNPLVAT------- 189 
NcCHS1   -------------------------------------------------- 
SsCHS1   CGEIKAML---------------------GPGGKYLVNPLVAA------- 189 
MgCHS3   CGEIKAMLGSFKPPPQSYSNTSQLTXKQIGTGGKNLFNPLVAA------- 210 
MaCHS1   CGEIKAML---------------------GTGGKNLINPLVAT------- 189 
BcCHS1   CGEIKAML---------------------GPGGKNLVNPLVAT------- 189 
CHS1     CGEIRTDL---------------------GKRFVKLLNPLVAS------- 191 
CaCHS2   CGEITTSL---------------------KKR-QMITNPLVAS------- 190 
EjCHS3   CGEIHAMLGRGG------------------VFGRKLLNPLVAA------- 198 
RaCHS2   CGEIHAMLGRGG------------------VFGRKLLNPLVAA------- 198 
WdCHS3   CGEIHAMLGPGG------------------VFGRKL-------------- 191 
HcCHS2   CGEIHAMLGKG---------------------WKNLINPLVA-------- 194 
MgCHS2   CGEIHAMLGKG---------------------GRKLLNPLVAV------- 195 
SsCHS3   CGEIHAMLGKG---------------------GRKLLNPLVAV------- 195 
NcCHS3   CGEIHAMLGKG---------------------GKKLLNPLVAV------- 195 
MaCHS3   CGEIHAMLGKG---------------------GKKLFNPLVAV------- 195 
UmCHS1   CGEIHAMIKNG----------------------RKLINPLVAA------- 198 
 
Figura III.16. Alinhamento das sequências de a.a. deduzidas dos fragmentos de sintetases de quitina 
de diferentes espécies de fungos, com o fragmento PcCHS de P. chlamydosporum. Um asterisco indica 
identidade completa naquela posição em todos os fragmentos. Dois pontos indicam substituições 
conservativas, e um ponto indica substituições semi-conservativas. 
 
 
 
 
C
LA
SS
E
 II
 
C
LA
SS
E
 I 
C
LA
SS
E
 II
I 
Resultados 
 
98 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III.17. Dendrograma mostrando as diferentes classes de sintetases de quitina. O dendrograma 
foi calculado gerado pelo programa Clustal W a partir das sequências de a.a. deduzidas. Com a 
excepção do fragmento CHS1 todos os restantes se incluem numa das classes. 
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De modo a deduzir possíveis relações filogenéticas, as sequências nucleotídicas dos 
genes de sintetases de quitina de classe I foram comparadas e utilizadas para construir uma 
árvore filogenética (Fig. III.18). Para tal, foi utilizado o programa Clustal X que alinha as 
sequências e produz uma árvore filogenética, utilizando o método de Neighbour-Joining 
(Saitou & Nei, 1987). 
Em primeiro lugar são calculadas as distâncias (percentagem de divergência) entre 
todos os pares de sequências de um alinhamento múltiplo, e em seguida aplica-se o método 
NJ à matriz de distâncias. Deste modo é obtida uma árvore sem raíz. A raíz da árvore apenas 
pode ser inferida usando um “outgroup” (uma sequência que agrupa fora da árvore). Neste 
caso foi utilizado como “outgroup” a sequência CHS1 de S. cerevisiae. A visualização e arranjo 
gráfico da árvore foi realizada através do recurso ao programa TREEVIEW (Page, 1996). 
Foi também realizada uma análise de “bootstrap” de modo a validar os grupos 
formados nesta árvore. Na construção da árvore filogenética foram efectuadas 1000 réplicas 
de “bottstrap”. Este método deriva valores de confiança para os grupos da árvore, e consiste 
em realizar N amostras ao acaso dos locais do alinhamento, gerando N árvores (1 por cada 
amostra) e contar quantas vezes cada grupo da árvore original ocorre nas árvores amostra. 
A análise da árvore filogenética permite distinguir vários grupos taxonómicos (ver Fig. 
III.18), já de algum modo evidenciados no dendrograma obtido anteriormente. Observando 
esta árvore, é possível verificar que o fragmento PcCHS não se inclui em qualquer destes 
grupos taxonómicos, individualizando-se num ramo distinto de todos os restantes. 
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Figura III.18. Árvore mostrando relações filogenéticas entre fragmentos de sintetases de quitina de 
classe I e o fragmento PcCHS. Sc- Saccharomycetales; mSc- Saccharomycetales mitospóricos; C- 
Chaetothyriales; D- Diaporthales; E- Eurotiales; O- Onygenales; mO- Ophiostomatales mitospóricos; 
H- Helotiales; Hy- Hypocreales; S- Sordariales. 
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4. Discussão e Conclusões 
 
 
 
1. Caracterização morfológica 
A caracterização morfológica permitiu observar três fenótipos distintos (A, B e C), 
entre as 14 estirpes de Phaeoacremonium aqui estudadas. Os caracteres que definem estes 
fenótipos encontram-se na tabela III.1. O fenótipo A (8 estirpes), é formado pelas estirpes de 
P. chlamydosporum, cujas colónias possuem cor oliváceo acinzentado a negro. As estirpes de P. 
aleophilum e P. angustius constituem o fenótipo B. Este caracteriza-se pelo facto das colónias 
apresentarem uma cor avelã acinzentado escuro a isabelino. 
As duas estirpes de P. viticola formam um fenótipo distinto dos restantes (fenótipo C), 
pelo facto de apresentarem micélio de cor branca a cinzento claro. Este fenótipo partilha com 
o fenótipo B a capacidade de difundir um pigmento amarelo. Nestas estirpes, as manchas 
púrpura ou vermelhas no reverso da colónia, descritas por Dupont et al. (1998 e 2000a) como 
características da espécie não foram observadas neste ensaio. No decorrer deste trabalho, estas 
manchas foram observadas apenas uma única vez na estirpe CBS 101739. 
Apenas as estirpes do fenótipo B (excepção feita a CAP 054) demonstraram ser 
capazes de crescer a 35ºC. Segundo Crous et al. (1996) P. angustius distingue-se de P. aleophilum 
pela incapacidade de crescer a 35ºC, e pela forma e dimensões das conídias. No entanto, este 
facto parece não ser absolutamente correcto, tal como havia já sido descrito por Dupont et al. 
(1998 e 2000a). A temperatura óptima de crescimento das estirpes de P. angustius e P. aleophilum 
é de 30ºC. Crous et al. (1996) haviam descrito como temperaturas óptimas das espécies, 25 e 
35ºC, respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho, são corroborados pelas 
observações de Dupont et al. (1998 e 2000a). Para as estirpes de P. chlamydosporum e P. viticola, a 
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temperatura óptima de crescimento é de 25ºC, tal como descrito (Crous et al., 1996; Crous & 
Gams, 2000, Dupont et al., 1998 e 2000a). 
Em relação aos diâmetros das colónias após 15 e 25 dias de incubação a 25, 30 e 35ºC, 
os valores obtidos são geralmente superiores aos descritos por Dupont et al. (1998 e 2000a), 
excepto os valores a 35ºC que são inferiores. Esta variabilidade, assim como a variabilidade 
nas manchas púrpura das espécies de P. viticola, põe em causa a utilização destes caracteres na 
identificação das espécies. As características morfológicas das espécies P. aleophilum e P. 
angustius estão de acordo com as observações feitas por Dupont et al. (1998 e 2000a), que as 
considerou como uma só espécie. 
 
 
2. Caracterização fisiológica 
Os microrganismos, em particular os fungos, produzem uma vasta gama de enzimas 
capazes de hidrolisar polissacarídeos (ver Warren, 1996). Entre estes, os fungos 
fitopatogénicos produzem várias enzimas extracelulares capazes de degradar polissacarídeos 
nos tecidos vegetais nomeadamente celulose, pectina e xilano (e.g.  Binz & Canevascini, 1996; 
St Leger et al., 1997). As estirpes de Phaeoacremonium estudadas apresentam várias actividades 
enzimáticas extracelulares responsáveis pela degradação de polissacarídeos, nomeadamente 
amilase, xilanase, celulase, e pectinase (poligalacturonase). Adicionalmente, as estirpes de P. 
aleophilum, P. angustius e P. viticola, produzem outra polissacaridase, pectato liase. Todas as 
estirpes estudadas produzem ainda proteases, lipases e ureases. 
Entre todas as estirpes estudadas, nenhuma demonstrou capacidade de degradar 
quitina. As enzimas capazes de degradar este polímero (quitinases), são produzidas 
preferencialmente por fungos entomopatogénicos, micoparasitas, micorrízicos, e também 
patogénicos de humanos (Hodge et al., 1995; Gooday, 1999). De igual modo, estas enzimas 
são também produzidos por organismos hospedeiros de patogénicos quitinosos, funcionando 
como mecanismo de defesa. As plantas, por exemplo, produzem quitinases em resposta à 
infecção por fungos. As quitinases fúngicas têm papéis muito diversos, pois desempenham 
também funções na morfogénese, uma vez que a quitina é um dos componentes principais da 
parede celular destes microrganismos (Gooday, 1999). 
Segundo St Leger et al. (1997), as enzimas produzidas por determinado fungo, 
reflectem mecanismos evolutivos conducentes a uma adaptação patogénica a determinado 
hospedeiro. Sendo assim, não seria de esperar que as estirpes de Phaeoacremonium produzissem 
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quitinases, uma vez que estas são patogénicas de plantas. Tal facto, é confirmado pelo tipo de 
enzimas detectadas nestas estirpes, principalmente enzimas hidrolíticas de compostos vegetais. 
As estirpes de P. aleophilum, P. angustius e P. viticola produzem também uma outra 
actividade (lacase), uma polifenoloxidase envolvida directa ou indirectamente na degradação 
da lenhina (Reid, 1995). Outras enzimas envolvidas neste processo, como a peroxidase da 
lenhina e peroxidase do manganês (Reid, 1995), não foram encontradas em nenhuma das 
estirpes. Estas actividades, produzidas por diversos fungos fitopatogénicos (e.g. Rigling, 1995), 
têm sido extensivamente estudadas em fungos associados com a podridão branca da madeira, 
os únicos microrganismos capazes de degradar completamente a lenhina (e.g. Eggert et al., 
1996; Heinzkill et al., 1998). 
Estas enzimas são também encontradas em plantas, onde aparentemente 
desempenham um papel importante no processo de lenhificação (e.g. Münzenberger et al., 
1997). No entanto, as funções biológicas desempenhadas quer em fungos quer em plantas, 
não foram ainda completamente esclarecidas. 
Algumas das actividades enzimáticas mencionadas são reconhecidas como factores de 
virulência expressos por diferentes fungos, nomeadamente fitopatogénicos, durante o 
processo de infecção do hospedeiro (e.g. Rigling, 1995; Crawford & Kolattukudy, 1987; Binz & 
Canevascini, 1996; St Leger et al., 1997; Herron et al., 2000; Yakoby et al., 2000). 
No caso do síndroma da esca, os fungos colonizadores da madeira exibem variadas 
capacidades de utilização dos nutrientes disponíveis em tecidos feridos, tais como o amido 
armazenado em abundância nos raios medulares do parênquima. Observações microscópicas 
de secções de madeira afectadas com esca, revelaram uma depleção completa do amido nos 
tecidos xilémicos que rodeiam as faixas negras/castanhas. O mesmo se observa na madeira 
vermelho acastanhada que se desenvolve mais tarde, mas não na necrose castanha. Testes 
enzimáticos revelaram que P. chlamydosporum e P. aleophiulm possuem uma maior actividade 
hidrolítica do amido que F. punctata. (Mugnai et al., 1996 e 1997a ). 
As polissacaridases produzidas por estes fungos, desempenham um papel importante 
na degradação de alguns componentes da parede secundária (e.g.  hemicelulose e celulose) 
(Larignon, 1991 in Larignon & Dubos, 1997). As enzimas extracelulares produzidas pelos 
fungos associados com a esca poderão estar implicadas no desenvolvimento de alguns 
sintomas. Por exemplo, as manchas escuras (nas uvas), poderão resultar da difusão, através do 
sistema vascular, de enzimas que oxidam ou polimerizam substâncias fenólicas no epicarpo, 
em condições de elevada irradiação. No entanto, podem também ser causadas por toxinas 
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translocadas para os frutos pelo mesmo trajecto (Tabacchi et al., 2000; Evidente et al., 2000; 
Sparapano et al., 1998 e 2000; Mugnai et al., 1999). 
A actividade lenhinolítica bem conhecida dos basidiomicetos da podridão da madeira, 
que lhes confere a capacidade de a degradar completamente, sugere que F. punctata tem um 
papel chave no desenvolvimento da podridão branca em videiras afectadas com esca 
(Chiarappa, 1959b; Mugnai et al., 1997a). No estudo realizado por Mugnai et al. (1997a) apenas 
as estirpes de P. igniarius (F. punctata ) demostraram ser todas produtoras de lacase. Embora, 
não seja atribuída aos fungos do género Phaeoacremonium capacidade degradativa da lenhina, 
existem indícios (observações microscópicas), (Larignon, 1991 in Larignon & Dubos, 1997) 
que apontam para a degradação destas moléculas. De igual modo a produção de lacase 
detectada neste estudo nas estirpes de P. aleophilum, P. angustius e P. viticola, sugere que pelo 
menos algumas espécies ou estirpes deste género estejam envolvida s na degradação da lenhina. 
Esta enzima poderá também contribuir para o papel pioneiro destes fungos, 
participando na destoxificação de compostos fenólicos com actividade antifúngica (e.g. 
resveratrol), produzidos pelo lenho da planta em resposta à infecção (Mugnai et al., 1997a e b). 
As actividades de peroxidase da lenhina e peroxidase do manganês poderão, de igual modo, 
contribuir para a degradação da lenhina e destoxificação de compostos fenólicos, mas não 
foram detectadas nas estirpes estudadas. No seu estudo, Mugnai et al. (1997a) detectaram 
peroxidase em apenas uma estirpe de P. aleophilum, enquanto a maioria das estirpes de F. 
punctata produziam esta actividade. 
Em experiências de inoculação de tecidos de videira in vivo ou de culturas in vitro com 
Botrytis cinerea registou-se o escurecimento dos tecidos infectados. Isto foi atribuído à oxidação 
do resveratrol (composto maioritário nos tecidos) por uma oxidase idêntica a lacase (Adrian et 
al., 1998 in Amalfitano et al., 2000), produzida por este fungo. De facto, em relação à esca, o 
escurecimento da madeira pode ser explicado por este motivo, pois, F. punctata  produz em 
cultura uma oxidase tipo lacase (Mugnai et al., 1997a), e P. aleophilum, P. angustius e P. viticola 
demonstraram, neste trabalho, produzirem esta enzima. No seu trabalho, DiMarco et al. (1999) 
demonstraram que P. aleophilum degrada o resveratrol, mas P. chlamydosporum não é capaz de o 
degradar. No entanto, neste mesmo trabalho não foi detectada a produção de lacase nem de 
peroxidase por qualquer das espécies estudadas. P. aleophilum demonstrou possuir uma elevada 
actividade de catalase. 
De referir ainda que algumas das estirpes estudadas neste trabalho, nomeadamente as 
estirpes CAP, foram utilizadas em ensaios de infecção de videiras in vitro. De igual modo, 
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filtrados de cultura destas estirpes foram testados em culturas de calli  (Fragoeiro, 2001). No 
referido trabalho, a estirpe CAP 054 (P. angustius) demonstrou uma maior virulência que as 
restantes estirpe (P. chlamydosporum). Tal poderá de algum modo estar relacionada com as 
diferenças observadas no tipo de actividades enzimáticas extracelulares produzidas pelas 
estirpes em causa. De igual modo, a estirpe 1AS (P. chlamydosporum) revelou também ser mais 
virulenta que as restantes estirpes da mesma espécie. Nos ensaios de detecção de actividades 
enzimáticas extracelulares, esta estirpe (1AS) demonstrou uma maior actividade de pectinase 
que as restantes estirpes de P. chlamydosporum. 
De referir também que foram já identificados diversos metabolitos fitotóxicos 
produzidos por estas espécies (Sparapano et al., 1998; Sparapano et al., 2000c; Tabacchi et al., 
2000; Evidente et al., 2000) e que terão muito provavelmente um papel importante também 
como factores de virulência. 
As enzimas fúngicas, além do interesse que despertam como factores de virulência de 
fungos fitopatogénicos, apresentam também potenciais aplicações biotecnológicas e 
industriais, sendo que, muitas enzimas obtidas de fungos, ou mesmo os próprios fungos são já 
largamente utilizados (ver Breen & Singleton, 1999; Rao et al., 1998). 
 
 
3. Sensibilidade a biocidas – determinação das MIC’s 
Actualmente, o único tratamento realmente eficiente no controlo da esca, consiste na 
aplicação de arsenito de sódio. Outros químicos têm sido testados, mas, não são realmente 
eficientes no controlo da doença. Compostos como flusilazol, ciproconazol, peconazol e 
tetraconazol embora tenham produzido bons resultados em ensaios in vitro com alguns fungos 
associados à doença, não produzem uma redução significativa dos sintomas (Di Marco et al., 
2000a; Reisenzein et al., 2000). 
Os fungicidas triazólicos combinam excelentes propriedades sistémicas com um largo 
espectro de actividade fungicida. Alguns destes demonstraram ser eficientes in vitro a baixas 
concentrações, contra vários fungos associados com a esca (ver Di Marco et al., 2000a). Estes 
fungicidas foram testados, quer aspergindo as feridas resultantes da poda, quer pintando o 
tronco de videiras doentes, quer por injecção directa no interior do tronco. Os dois primeiros 
tratamentos não revelaram resultados positivos, enquanto que o terceiro produziu resultados 
significativos na redução da severidade e aparecimento dos sintomas foliares. No entanto, o 
tratamento apenas produziu estes resultados quando aplicado a videiras jovens com 
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descoloração limitada da madeira e desenvolvimento moderado da podridão branca. Este 
sucesso foi apenas limitado, pois a erradicação total da doença nunca foi observada (Di Marco 
et al., 2000a). 
O dinitro-ortocresol, além de nunca ter produzido resultados satisfatórios, é um 
compostos altamente tóxico (Di Marco et al., 2000a). Apesar dos resultados promissores 
obtidos com fosetil Al, e o seu metabolito principal, o ácido fosfórico, quando testados contra 
alguns dos agentes patogénicos envolvidos na esca, nunca foi observada uma redução quer na 
severidade dos sintomas foliares, quer na incidência da doença (Di Marco et al., 1999 e 2000a). 
Neste trabalho foram testados os seguintes compostos: arsenito de sódio, zirame, 
carbendazima e tiabendazol. Curiosamente, todas as estirpes demonstraram uma menor 
sensibilidade ao arsenito de sódio, comparando com os restantes compostos. Aliás, a MIC 
determinada para este fungicida (400 ?g/ml) é bastante mais elevada que as restantes. Embora 
o zirame seja mais eficiente que o arsenito de sódio, tem uma MIC ainda muito superior (100 
?g/ml) aos restantes. 
Os fungicidas carbendazima e tiabendazol, demonstraram uma forte actividade contra 
as estirpes testadas, apresentado um valor de MIC de 5 ?g/ml. Na presença destes compostos, 
mesmo a concentrações de 1 ?g/ml o crescimento, embora visível, era já bastante reduzido. 
Estes dois fungicidas demonstram ter um efeito mais pronunciado que o zirame e o arsenito 
de sódio. 
Os resultados obtidos com estes fungicidas, assim como os resultados obtidos com o 
zirame, sugerem que estes podem ser uma boa alternativa ao arsenito de sódio, altamente 
tóxico e que foi já proibido em diversos países. No entanto, tal poderá apenas ser confirmado 
após a realização de ensaios no campo em plantas infectadas, de modo a avaliar a verdadeira 
capacidade destes fungicidas no controlo da doença.  
O tiabendazol demonstrou alguma capacidade de melhorar o estado 
fisiológico/bioquímico de plantas infectadas in vitro com estirpes de P. chlamydosporum e P. 
angustius (Fragoeiro, 2001). A carbendazima é já aconselhada como preventivo, utilizado na 
protecção de feridas resultantes da poda (Mugnai et al., 1999; Larignon et al., 2000; Di Marco et 
al., 2000a). 
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4. Cariotipagem electroforética 
A análise do cariótipo electroforético foi restringida às estirpes da colecção de culturas 
CBS. Os resultados obtidos não permitiram determinar com exactidão o cariótipo de cada 
uma delas. No entanto, foi possível verificar que o cariótipo da estirpe CBS 229.95 (P. 
chlamydosporum) é bastante diferente do cariótipo das restantes estirpes, pois embora seja 
impossível determinar o número de cromossomas, estes são sem dúvida de tamanho inferior 
aos das restantes estirpes. Este facto, está de acordo com a recente exclusão desta espécie do 
género Phaeoacremonium, dando origem ao novo género Phaeomoniella (Crous & Gams, 2000). 
De igual modo, foi verificado que as estirpes de P. aleophilum e P. angustius possuem 
cariótipos idênticos, indicando uma relação muito próxima entre estas duas espécies. Estas 
duas espécies foram já consideradas por Dupont et al. (2000a e b) como uma só. 
No caso das estirpes de P. viticola, o cariótipo é bastante idêntico ao das espécies 
anteriores, acrescido provavelmente de 1 ou mais cromossomas adicionais. Tal é indicativo de 
uma relação próxima entre estas espécies. Estas estirpes possuem ainda um conjunto de 
cromossomas de pequeno tamanho (< 680 Kb). Comparando as duas estirpes estudadas (CBS 
101738 e CBS 101739) verifica-se que estes mini-cromossomas apresentam tamanhos 
diferentes nas duas estirpes. Assim, embora o número de estirpes estudadas seja reduzido 
(apenas 2), estes mini-cromossomas poderão ser úteis na diferenciação de estirpes de P. viticola, 
tal como acontece noutros fungos (e.g.  Masel et al., 1993). 
O trabalho realizado não permitiu determinar com exactidão o cariótipo de cada 
espécie e estirpe, i.e. o número de cromossomas e seu tamanho respectivo. No entanto, 
forneceu indicações quanto às condições de electroforese que permitirão posteriormente, uma 
análise detalhada do cariótipo electroforético das espécies de Phaeoacremonium e, eventualmente, 
de espécies afins. 
 
 
5. Ribotipagem 
Os padrões obtidos neste caso, assim como noutros (e.g. Girardin et al., 1995; 
Parenicová et al., 2001) são relativamente simples quando comparados com os padrões mais 
complexos obtidos nas bactérias (e.g.  Lima & Correia, 2000; Mendo et al., 2000). Como os 
cistrões ribossomais eucariotas estão agrupados em “tandem”, a digestão com ER´s origina 
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fragmentos de tamanhos relativos semelhantes, resultando num padrão de hibridação mais 
simples, i.e. com poucas bandas (Soll, 2000). 
Ainda assim, este método permite uma diferenciação razoável, pelo menos ao nível da 
espécie. A análise de ribotipagem utilizando a ER BamHI é aquela que fornece os melhores 
resultados, pois divide as estirpes em três grupos: grupo 1 (P. chlamydosporum), grupo 2 (P. 
aleophilum e P. angustius) e grupo 3 (P. viticola). Esta análise é grandemente reforçada quando 
complementada com outras ER’s, mantendo-se os grupos mencionados anteriormente. Estes 
grupos 1, 2 e 3, correspondem, respectivamente, aos fenótipos A, B e C mencionados 
anteriormente. 
A análise de “clustering” evidencia estes grupos referidos anteriormente. Curioso é o 
facto das estirpes de P. viticola agruparem conjuntamente com as de P. chlamydosporum. Tal 
contraria as indicações de que P. viticola está mais intimamente relacionado com P. aleophilum e 
P. angustius (Dupont  et al., 2000a e b). No entanto, como se pode observar no dendrograma 
(Fig. III.3), estas agrupam muito distantemente (coeficiente < 0,3), e tal poderá dever-se ao 
facto do número de caracteres utilizados nesta análise ser extremamente reduzido. 
Neste caso, os resultados obtidos confirmam a reclassificação de P. chlamydosporum no 
novo género Phaeomoniella (Crous & Gams, 2000), uma vez que na realidade esta espécie se 
revela bastante diferente das restantes. A conespecificidade de P. aleophilum e P. angustius 
(Dupont et al., 1998 e 2000a e b) é também fortemente evidenciada. 
A identificação nos perfis de ribotipagem, em particular nas digestões BamHI, de 
bandas comuns entre estirpes de uma espécie, é de grande interesse, uma vez que estas bandas 
poderão funcionar como marcadores moleculares diagnosticantes ao nível da espécie. O 
método de ribotipagem, em particular com digestões BamHI, poderá ser utilizado como 
método de identificação/classificação de novos isolados. 
 
 
6. ARDRA e ITS-ARDRA 
Tal como no caso dos padrões de ribotipagem, os padrões ARDRA são geralmente 
pouco complexos e por vezes a capacidade de diferenciar estirpes de uma mesma espécie é 
limitada. Mesmo entre espécies as diferenças são por vezes mínimas (e.g. Borzjani et al., 1998; 
Kumeda e Asao, 1996; Fischer, 2000). As regiões ITS e IGS, devido à sua maior variabilidade, 
originam perfis mais complexos e variáveis (e.g.  Buscot et al., 1996; Radford et al., 1998; Guidot 
et al., 1999; Jackson et al., 1999). 
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Neste trabalho, os perfis obtidos por digestão da região rDNA 18S com ER’s de corte 
muito frequente (MboI, TaqI e NciI), não permitem diferenciação entre estirpes. Mesmo entre 
espécies a diferenciação é bastante reduzida, pois apenas podem ser distinguidos dois grupos, 
um formado pelas estirpes de P. chlamydosporum e outro constituído pelas estirpes das restantes 
espécies. Pelo contrário, os perfis ITS-ARDRA muito embora não permitam diferenciar 
estirpes, permitem a diferenciação de espécies. Tal como descrito por Dupont et al. (1998), a 
região mais variável é a região ITS2, sendo consequentemente aquela que apresenta maior 
poder discriminante. 
Contrariamente ao que acontece nos casos anteriores, a estirpe CBS 631.94 (P. 
aleophilum) não agrupa conjuntamente com as estirpes de P. angustius, formando um ramo 
individual na análise de “clustering” (Fig. III.6). Esta análise mostra também que esta estirpe 
agrupa conjuntamente com as duas estirpes de P. viticola. Uma relação próxima entre estas duas 
espécies foi já evidenciada por Dupont et al. (1998 e 2000 a e b). No entanto, segundo os 
mesmos autores, P. aleophilum e P. angustius são na realidade uma só espécie. Aliás, estes autores 
realizando uma abordagem idêntica à utilizada neste trabalho, obtiveram perfis ITS-ARDRA 
da região ITST idênticos para as espécies P. aleophilum e P. angustius, e distintos dos perfis 
obtidos para P. viticola.  
No entanto, a estirpe de P. aleophilum usada neste trabalho não consta da lista de 
estirpes utilizadas por Dupont et al. (2000a). Tal poderá explicar a diferença de perfis obtidos 
nos dois trabalhos. Resultados contraditórios como estes foram também obtidos por Tegli et 
al. (2000). Uma vez mais, a espécie P. chlamydosporum demonstra ser bastante diferente das 
restantes, o que está de acordo com a reclassificação da mesma realizada por Crous & Gams 
(2000), e já anteriormente sugerida por Dupont et al. (1998). 
O facto dos perfis ARDRA serem homogéneos entre indivíduos de uma mesma 
espécie, torna esta técnica num bom método molecular de identificação de isolados 
pertencentes ao género Phaeoacremonium, tal como acontece com outras espécies de fungos (F. 
pinctata ) também associados ao síndroma da esca (Fischer, 2000). Assim, e tal como no caso da 
ribotipagem, os perfis ITS-ARDRA gerados pela digestão da região ITS2 com a ER NciI 
poderão ser utilizados na identificação/classificação de novos isolados. 
A diferenciação intraespecífica com base nestes perfis poderia ser obtida recorrendo à 
análise de SSCP’s (Single-Strand Conformational Polymorphism’s”), (e.g. Kumeda e Asao, 
1996; Walsh et al., 1995). 
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7. rep-PCR 
A técnica de rep-PCR permite diferenciação ao nível da espécie, subespécie e estirpe, 
quer em bactérias (e.g. Rademaker et al., 2000) para as quais foi inicialmente desenvolvida, quer 
em fungos (e.g. van Belkum et al., 1993; Versalovic e Lupski, 1996; Gillings & Holley, 1997a). 
Embora a utilização desta técnica em fungos possa ser considerada como RAPD 
(Gillings & Holley, 1997a), esta apresenta diferenças: os “primers” utilizados são de maior 
tamanho, a reacção não decorre a temperatura tão baixas, e consequentemente apresenta uma 
maior reprodutibilidade. 
Em contraste com os métodos anteriores, o método de rep-PCR (BOX e REP-PCR) 
revelou-se um bom método de tipagem genética de estirpes. Na sua grande maioria as estirpes 
estudadas apresentaram perfis distintos entre si, como pode ser observado pelo dendrograma 
gerado pela análise de “clustering” (Fig. III.8). No entanto, a análise de rep-PCR revela um 
baixo nível de variabilidade genética entre estes fungos, embora seja superior nas espécies de 
P. aleophilum, P. angustius e P. viticola, que em P. chlamydosporum. Os perfis entre indivíduos da 
mesma espécie são bastante homogéneos, ou seja, com muitas bandas comuns. 
Tegli et al. (2000a) e Péros et al. (2000), nos seus estudos com estirpes de P. 
chlamydosporum e P. aleophilum, e utilizando marcadores RAPD e RAMS verificaram também 
esta baixa variabilidade genética. Estes autores sugeriram inclusive que, tendo em consideração 
o baixo nível de desequilíbrio gamético por eles verificado, é provável a ocorrência de 
recombinação sexual nestes fungos. 
A homogeneidade verificada entre perfis de isolados da mesma espécie, em particular 
de P. chlamydosporum poderá reflectir uma relação clonal entre isolados geograficamente 
próximos, uma vez que aqueles que apresentam perfis mais semelhantes, e por vezes idênticos, 
são isolados portugueses (CAP) desta espécie. 
As bandas comuns encontradas nos perfis de estirpes da mesma espécie, poderão 
também ser úteis como marcadores moleculares diagnosticantes ao nível da espécie. Nalguns 
casos, podem também ser identificadas bandas informativas em relação a estirpes. 
Nos resultados obtidos é evidente uma clara separação entre P. chlamydosporum e as 
restantes espécies, tal como referido anteriormente. As estirpes deste género revelaram uma 
maior homogeneidade nos seus perfis, quando comparados com os perfis das restantes 
espécies. De notar, por exemplo, que as estirpes CAP 052, CAP 053 e CAP 081 apresentam 
um perfil idêntico em ambos os casos (REP e BOX-PCR). 
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Analisando o dendrograma podemos verificar que uma vez mais as espécies P. 
aleophilum e P. angustius agrupam muito proximamente, corroborando também a ideia de que na 
realidade estas espécies representam uma só (Dupont et al., 2000a e b). 
Utilizando esta técnica é possível, tal como mencionado no caso da análise por 
ribotipagem, evidenciar os mesmos três grupos (1, 2 e 3) que correspondem aos fenótipos A, 
B e C respectivamente. 
 
 
8. MSP-PCR 
A metodologia de MSP-PCR tem sido utilizado com sucesso na tipagem molecular de 
estirpes de diferentes espécies de fungos (e.g. van Belkum et al., 1993; Urzì et al., 1999). Esta 
técnica foi já utilizada também na avaliação da diversidade genética de isolados de P. 
chlamydosporum e P. aleophilum (Tegli  et al., 2000a). 
Na obtenção de perfis de microsatélites, foram utilizados os “primers” (GTG)5, 
(GACA)4 e (GTGC)4. O “primer” (GTG)5 deu origem a perfis com menor capacidade 
discriminante. Além disso, a interpretação destes é mais difícil, pois as bandas são menos 
nítidas que as obtidas com os outros “primers” e possuem tamanhos muito próximos. 
Tal como no caso anterior, estes “primers” originaram perfis intraespecíficos bastante 
homogéneos. No caso das estirpes de P. chlamydosporum a homogeneidade é bastante elevada. 
Todas as estirpes de P. chlamydosporum mostraram o mesmo perfil quando se utilizou o 
“primer” (GACA)4. Mesmo os restantes “primers” deram origem a perfis muito semelhantes. 
Assim, tal como no caso da técnica de rep-PCR, é evidenciada uma baixa variabilidade 
genética entre estes fungos, sendo, no entanto, superior nas estirpes de P. aleophilum, P. 
angustius e P. viticola. 
Uma vez mais, e pelos motivos referidos no ponto anterior, este facto poderá ser 
reflexo de uma relação clonal entre isolados geograficamente próximos, em particular entre os 
isolados de P. chlamydosporum. 
Recorrendo a “primers” dirigidos para microsatélites, Tegli et al. (2000a), verificaram 
também esta baixa variabilidade genética. Tal como referido anteriormente, tendo em 
consideração o baixo nível de desequilíbrio gamético, é sugerido que em P. chlamydosporum e P. 
aleophilum possa ocorrer recombinação sexual. Este facto, poderá também ser verdade para as 
restantes espécies de Phaeoacremonium utilizadas neste estudo.  
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Num estudo realizado por Buscot et al. (1996) verificou-se também um baixo 
polimorfismo intraespecífico. No entanto, os “primers” utilizados revelaram um polimorfismo 
interespecífico considerável. Este tipo de “primers” ligam de um modo algo inespecífico às 
sequências alvo, e não detectam variações de tamanho dos loci SSR entre genomas. Assim, esta 
técnica poderá não ser apropriada para a diferenciação de estirpes de espécies que possuam 
um baixo nível de variabilidade genética inerente (Vogel & Scolnik, 1997), como parece ser o 
caso de P. chlamydosporum. No entanto, em relação às restantes espécie estudadas, este método 
revelou capacidade discriminativa de estirpes. 
As bandas comuns entre estirpes da mesma espécie, poderão também ser úteis como 
marcadores moleculares diagnosticantes ao nível da espécie. Nalguns casos, podem igualmente 
ser identificadas bandas informativas em relação a estirpes. 
O dendrograma gerado a partir destes perfis (Fig. III.10), é muito semelhante ao 
obtido com os perfis rep-PCR. De igual modo, é evidente a separação entre P. chlamydosporum 
(agora P. chlamydospora) (Crous & Gams, 2000) e as restantes espécies. Analisando o 
dendrograma, podemos verificar que uma vez mais as espécies P. aleophilum e P. angustius 
agrupam muito proximamente, reforçando a ideia de que na realidade estas espécies 
representam uma só (Dupont et al., 2000a e b). 
Tal como mencionado no ponto anterior, neste caso é também possível identificar 
com base nos perfis de microsatélites os grupos 1, 2 e 3, correspondentes aos fenótipos A, B e 
C. 
 
 
9. Sintetase da quitina 
Recorrendo a “primers” degenerados foi amplificado um fragmento com 567 pb (189 
a.a.) correspondente a um região genómica codificando para uma sintetase de quitina. Este 
fragmento apenas foi amplificado nas estirpes de P. chlamydosporum. A análise da sequência 
nucleotídica e da sequência de a.a. deduzida deste fragmento revelou que este apresenta uma 
elevada percentagem de identidade com sintetases de quitina de outros fungos. Foi ainda 
possível incluir este fragmento na classe I destas enzimas, tal como descrita por Bowen et al. 
(1992). 
Por hibridação tentou-se detectar fragmentos homólogos nas restantes espécies de 
Phaeoacremonium. Neste caso não foi possível detectar qualquer fragmento homólogo nas 
espécies P. aleophilum, P. angustius e P. viticola. Provavelmente os “primers” usados não 
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reconhecem a sequência alvo no gene destes fungos, que poderá ser consideravelmente 
diferente. É também possível que estes fungos não possuam qualquer gene que codifique para 
sintetase de quitina. Esta hipótese, no entanto, parece pouco provável pois estes genes têm 
sido encontrados mesmo em fungos que não possuem quitina na parede celular (e.g.  Mort-
Bontemps et al., 1997; Miyazaki et al., 1993). 
Nas estirpes de P. chlamydosporum foram detectados dois fragmentos. Um destes 
corresponderá ao fragmento sequenciado. O segundo fragmento corresponderá muito 
provavelmente a uma outra sintetase de quitina pertencente a uma classe distinta. Em 
leveduras e fungos filamentosos têm sido encontradas várias sintetases de quitina, com 
funções potencialmente distintas (Bulawa, 1993), portanto é provável que P. chlamydosporum 
possua também várias destas enzimas. 
Os “primers” desenhados por Bowen et al. (1992) permitem amplificar fragmentos de 
sintetases de quitina de diferentes classes, com exactamente o mesmo tamanho. Assim o 
fragmento de PCR utilizado como sonda poderá consistir de uma população de fragmentos de 
diferentes genes. No entanto, apesar de terem sido sequenciados vários clones nenhum deles 
revelou pertencer a outra classe além da classe I. Tal facto poderá significar, neste caso, que 
estes “primers” amplificam preferencialmente uma porção do gene de sintetase de quitina de 
classe I, tal como descrito noutros casos (Chua et al., 1994; Nam et al., 1998). 
Posteriormente ao trabalho de Bowen et al. (1992) outras classes de sintetases de 
quitina foram descritas (Beth-Din et al., 1996; Xoconostle-Cázares et al., 1997). É possível que 
estes fungos possuam sintetases de quitina pertencentes a estas classes, no entanto, os 
“primers” utilizados não permitem amplificá-las. 
As sequências de fragmentos de sintetases de quitina têm sido utilizadas para deduzir 
filogenias (e.g. Bowen et al., 1992; Nam et al., 1998; Kano et al., 1997 e 1998; Herr et al., 2001). 
Estas estão geralmente de acordo com filogenias derivadas por métodos mais tradicionais, ou 
mesmo pela análise de sequências de outros genes, nomeadamente dos genes ribossomais (e.g. 
Makimura et al., 1999; Spatafora et al., 1995; Peterson & Sigler, 1998). 
Utilizando a sequência de a.a. deduzida do fragmento de sintetase de quitina de classe I 
de P. chlamydosporum, assim como fragmentos de outras sintetases de quitina de classe I de 
diferentes fungos, foi gerada uma árvore de modo a possibilitar a dedução de possíveis 
relações filogenéticas desta espécie com outros fungos. 
De referir, a grande separação evolutiva sugerida entre S. cerevisiae (e possivelmente C. 
albicans) e os restantes fungos. Com base em características morfológicas, estas leveduras são 
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geralmente consideradas membros da ordem Saccharomycetales (Endomycetales). A análise 
desta árvore revela que todos os fungos agrupam em ramos que reflectem grupos 
taxonómicos distintos, e tradicionalmente reconhecidos como relacionados (Hawksworth et 
al., 1995; Guarro et al., 1999). 
Todos os Fungi Imperfecti (hifomicetos e fungos melanizados) incluem-se num só 
ramo, reflectindo uma possível afinidade destes com os loculoascomicetos. Curiosamente, P. 
chlamydosporum (um hifomiceto) parece mais próximo de espécies como A. niger, A. nidulans, 
ascomicetos do género Emericella (plectomicetos, Eurotiales), e B. dermatitidis, H. capsulatum, 
ascomicetos do género Ajellomyces (plectomicetos, Onygenales), reflectindo uma possível 
relação evolutiva entre P. chlamydosporum e este grupo de fungos. 
Foi realizada uma análise de “bootstrap” baseada em 1000 réplicas, de modo a validar 
as inter-relações inferidas. A análise da árvore consenso resultante confirma a interpretação da 
árvore filogenética obtida pelo Clustal X.  
E. jeanselmei, P. exophialae, R. atrovirens, W. dermatitidis, P. verrucosa e X. bantiana agrupam 
conjuntamente em 951 das 1000 réplicas, o que lhes confere um limite de confiança de 
“bootstrap” como grupo filogenético de ?  95%. H. capsulatum e B. dermatitidis possuem um 
limite de confiança como grupo > 99% (agrupam conjuntamente em 998 de 1000 réplicas). S. 
cerevisiae e C. albicans aparecem como “outgroups” das outras espécies de fungos em 100% das 
réplicas de “bootstrap”. O ramo formado pelos Fungi Imperfecti, e o ramo formado pelos 
dois grupos de ascomicetos ascocárpicos (A. niger, A. nidulans, B. dermatitidis e H. capsulatum) 
bem como P. chlamydosporum agrupam conjuntamente em 969 das 1000 réplicas (limite de 
confiança de ?  97%). O agrupamento dos Fungi Imperfecti com os ascomicetos ascocárpicos 
está de acordo com esquemas evolutivos mais tradicionais (Moore-Landecker, 1991 in Bowen 
et al., 1992). Dentro deste último grupo, P. chlamydosporum agrupa com as restantes espécies em 
767 das 1000 réplicas (limite de confiança de ?  77%). 
Apesar de não mostrarem limites de confiança > 95%, podem ser observadas algumas 
relações próximas, por exemplo, entre as duas espécies de Aspergillus (?  85%), e entre N. crassa 
e S. schenckii (?  90%), já observada anteriormente (Chua et al., 1994). 
Estes resultados contrariam de algum modo, tudo aquilo que tem sido descrito. 
Dupont et al. (1998), pela análise da sequência nucleotídica da região ITS demonstraram uma 
grande distância entre P. chlamydosporum e as espécies P. parasiticum, P. aleophilum e P. angustius. 
Estes autores, sugeriram que P. chlamydosporum estaria mais relacionado com Phialophora 
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verrucosa, cuja afinidade para com a família Herpotrichiellaceae foi evidenciada pela análise das 
sequências nucleotídicas das subunidades 26S (Masclaux et al., 1995) e 18S (Spatafora et al., 
1995) do rDNA. Esta afinidade entre P. verrucosa e a família Herpotrichiellaceae é também 
evidenciada pela análise da árvore filogenética produzida com base nos fragmentos de 
sintetase de quitina. As espécies P. parasiticum, P. aleophilum e P. angustius estariam mais 
relacionadas com a família Magnaporthaceae, com afinidades claras em relação aos géneros 
Gaeumannomyces (com um anamorfo idêntico a Phialophora) e Magnaporthe. 
Entre este grupo de espécies foram observadas duas linhagens, uma formada por P. 
parasiticum e P. rubrigenum (relativamente próximos) com P. inflatipes numa posição basal, e outra 
formada por P. aleophilum e P. angustius com uma semelhança nucleotídica muito elevada 
(Dupont et al., 1998). Nestas duas espécies as sequências do gene que codifica para a ? -
tubulina revelaram-se absolutamente idênticas (mesmo no interior dos intrões), e ambas as 
espécies diferiam em apenas 2 pb na região ITS1 (Dupont et al., 2000a e b). Deste modo, os 
nomes P. angustius e P. aleophilum passam a ser considerados sinónimos, representando ambos 
uma só espécie. 
Neste mesmo estudo foi mostrado que a espécie tipo do género, P. parasiticum, bem 
como cinco outras espécies seriam pirenomicetos, membros da família Magnaporthaceae 
(Diaporthales), enquanto P. chlamydosporum seria um loculoascomiceto da família 
Herpotrichiellaceae, Chaetothyriales (leveduras negras, ver Untereiner et al., 1995; Gams, 
2000). De igual modo, segundo Crous & Gams (2000), Phaeomoniella é obviamente um 
membro anamórfico da família Herpotrichiellaceae (Chaetothyriales) (ver Gams, 2000), 
suficientemente diferente do género Phialophora para ser considerado como um novo género. 
No entanto, vários factores limitam a análise taxonómica aqui apresentada. De referir 
que a análise se restringe a uma região altamente conservada dos genes em questão (sintetases 
de quitina). Será necessário futuramente estender esta análise à sequência completa deste gene, 
bem como de outros genes, desta espécie e das restantes, de modo a verificar se a classe e 
relações evolutivas sugeridas se mantêm. Provavelmente por razões funcionais, as sequências 
são todas muito idênticas, e as relações e distâncias evolutivas aparentes poderão ser diferentes 
daquelas derivadas por outros métodos. Por outro lado, as sintetases de quitina podem 
catalisar a mesma reacção usando os mesmos resíduos chave. A variação observada na região 
analisada pode reflectir a acumulação de substituições neutras de a.a., assim, quanto maior a 
separação evolutiva maior o número destas substituições (Bowen et al., 1992). 
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Apesar destas limitações, a análise destes genes em conjunção com dados de 
sequências mais extensos pode ser útil na análise de relações evolutivas entre fungos 
(Xoconostle-Cázares et al., 1996; Hintz, 1999). De igual modo, poderá também ser utilizada na 
análise de experiências de disrupção génica (Beth-Din & Yarden, 2000; Xoconostle-Cázares et 
al., 1996 e 1997; Mellado et al., 1996; Hintz, 1999), desenhadas de modo a determinar as 
funções das múltiplas sintetases de quitina em fungos. 
 
 
10.Conclusões 
A partir dos resultados apresentados podem ser extraídas algumas conclusões 
relativamente às estirpes de Phaeoacremonium analisadas ao longo deste trabalho, as quais se 
passa a enumerar: 
 
1. a temperatura óptima de crescimento das estirpes de P. aleophilum e P. angustius é de 
30ºC; 
2. a temperatura óptima de crescimento das estirpes de P. chlamydosporum e P. viticola é 
de 25ºC; 
3. as estirpes de P. aleophilum, P. angustius e P. viticola difundem um pigmento amarelo 
em cultura; 
4. todas as estirpes produzem as seguintes actividades enzimáticas extracelulares: 
protease, lipase, urease, amilase, celulase, xilanase e pectinase (poligalacturonase); 
5. as actividades são superiores nas estirpes de P. aleophilum, P. angustius e P. viticola em 
comparação com as estirpes de P. chlamydosporum; 
6. no caso da actividade de pectinase, as estirpes CAP 081 e 1AS (P. chlamydosporum) 
possuem maior actividade que as restantes estirpes da mesma espécie; 
7. as estirpes de P. aleophilum, P. angustius e P. viticola revelaram produzir lacase e 
pectato liase; 
8. nenhuma estirpe revelou capacidade degradativa de quitina; 
9. nenhuma estirpe revelou produzir peroxidase da lenhina nem peroxidase do 
manganês; 
10. as MIC’s para os fungicidas testados foram as seguintes: arsenito de sódio (400 
?g/ml), zirame (100 ?g/ml), carbendazima e tiabendazol (5 ?g/ml); 
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11. as estirpes de P. chlamydosporum possuem cariótipo electroforético bastante 
diferente das restantes espécies; 
12. as estirpes de P. viticola possuem mini-cromossomas com tamanhos diferentes 
entre estirpes. A separação electroforética destes mini-cromossomas poderá 
revelar-se um bom método de tipagem de estirpes de P. viticola; 
13. os perfis de ribotipagem permitem diferenciação interespecífica. Nestes perfis são 
ainda identificadas bandas bastante conservadas ao nível da espécie. A melhor 
diferenciação é obtida com a ER BamHI; 
14. os perfis ARDRA e ITS-ARDRA permitem também diferenciação interespecífica; 
15. a análise de ribotipagem recorrendo à ER BamHI, e amplificação da região ITS2 
por PCR seguida de digestão com a ER NciI apresentam-se como bons métodos 
de identificação/classificação de novos isolados; 
16. os métodos rep-PCR e MSP-PCR permitem a tipagem genética de estirpes e 
avaliação da diversidade genómica destas, em particular das espécies P. angustius, P. 
aleophilum e P. viticola; 
17. com base nos métodos anteriores, a espécie de P. chlamydosporum revelou uma baixa 
variabilidade genética; 
18. de igual modo, os métodos moleculares utilizados corroboram a reclassificação de 
P. chlamydosporum no novo género Phaeomoniella, e também a conspecificidade de P. 
angustius e P. aleophilum; 
19. P. chlamydosporum possui um gene que codifica para uma sintetase de quitina de 
classe I, e pelo menos um outro gene que codifica para uma outra potencial 
sintetase de quitina; 
20. a análise filogenética com base na sequência de a.a. do fragmento de sintetase de 
quitina de classe I, evidencia uma potencial relação evolutiva entre P. 
chlamydosporum e A. niger, A. nidulans, ascomicetos do género Emericella 
(plectomicetos, Eurotiales), e B. dermatitidis, H. capsulatum, ascomicetos do género 
Ajellomyces (plectomicetos, Onygenales). 
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6. Anexos 
 
 
 
Anexo 1. Marcadores de peso molecular para DNA 
Na tabela VI.1 apresenta-se o tamanho correspondente a cada uma das bandas 
existentes nos marcadores de peso molecular para DNA utilizados neste trabalho. 
 
Tabela VI.1. Marcadores de peso molecular utilizados neste trabalho. 
 Peso molecular 
 ?/HindIII (pb) 
1 Kb Plus 
DNA 
Ladder?  
(pb) 
Gene 
Ruler?  
1 Kb 
DNA 
Ladder 
(pb) 
Gene 
Ruler?  
100 bp 
DNA 
Ladder 
(pb) 
Gene 
Ruler?  
100 bp 
DNA 
Ladder 
Plus 
(pb) 
Gene 
Ruler?  
50 bp 
DNA 
Ladder 
(pb) 
Mass 
Ruler?  
DNA 
Ladder 
Mix 
(pb) 
PULSE 
MARKER?   
225-2200 Kb 
PFGE 
marker I 
?-ladder 
(Kb) 
1 23130 12000 10000 1031 3000 1031 10000 2200 ... 
2 9416 11000 8000 900 2000 900 8000 1640 ... 
3 6557 10000 6000 800 1500 800 6000 1120/1100 ... 
4 4361 9000 5000 700 1200 700 5000 945 ... 
5 2322 8000 4000 600 1031 600 4000 915 ... 
6 2027 7000 3500 500 900 500 3000 815 ... 
7 564 6000 3000 400 800 400 2500 785 ... 
8  5000 2500 300 700 300 2000 745 ... 
9  4000 2000 200 600 250 1500 680 ... 
10  3000 1500 100 500 200 1031 610 ... 
11  2000 1000 80 400 150 900 550 485 
12  1650 750  300 100 800 450 436,5 
13  1000 500  200 50 700 375 388 
14  850 250  100  600 295 339,5 
15  650     500 225 291 
16  500     400  242,5 
17  400     300  194 
18  300     200  145,5 
19  200     100  97 
20  100     80  48,5 
 
Anexos 
142 
Anexo 2. “Primers” 
Apresenta-se na tabela seguinte, uma listagem dos “primers” utilizados neste trabalho. 
Para cada “primer” é apresentada a sua Tm, sequência nucleotídica e produto amplificado, 
bem como o procedimento no qual é utilizado. Os “primers” NS1, NS8, ITS5, ITS2, ITS3 e 
ITS4 foram descritos por White et al. (1990). Os “primers” CS1 e CS2 foram descritos por 
Bowen et al. (1992). 
 
Tabela VI.2. Listagem dos “primers” utilizados neste trabalho. 
“Primer” Tm (ºC) Sequência 5’ – 3’ Produto Procedimento 
NS1 52,4 GTA GTC ATA TGC TTG TCT C rDNA 18S ARDRA 
NS8 61,4 TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA rDNA 18S ARDRA 
ITS5 56,5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G ITS1 e ITST ITS-ARDRA 
ITS2 59,4 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC ITS1 ITS-ARDRA 
ITS3 59,4 GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC ITS2 ITS-ARDRA 
ITS4 55,3 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC ITS2 e ITST ITS-ARDRA 
CS1 48,0 AC(AGCT) ATG TA(CT) AA(CT) GA(AG) GA(CT) CHS --- 
CS2 44,6 (CT)TT (AG)TA (CT)TC (AG)AA (AG)TT (CT)TG CHS --- 
(GACA)4 49,2 GACA GACA GACA GACA microsatélites MSP-PCR 
(GTGC)4 59,4 GTGC GTGC GTGC GTGC microsatélites MSP-PCR 
(GTG)5 53,3 GTG GTG GTG GTG GTG microsatélites MSP-PCR 
REP 1R 53,7 III ICG ICG ICA TCI GGC rep REP-PCR 
REP 2I 53,7 ICG ICT TAT CIG GCC TAC rep REP-PCR 
BOX A1R 67,7 CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G rep BOX-PCR 
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Anexo 3. Mapa do vector pCR®2.1 
O mapa do vector pCR? 2.1 linearizado, é mostrado na figura abaixo. A sequência do 
“multiple cloning site” é mostrada com um produto de PCR inserido por TA Cloning? . 
Locais EcoRI flanqueiam o inserto de ambos os lados. A seta indica o local de início da 
transcrição para a RNA polimerase T7. 
 
 
Fig. VI.1. Mapa do vector pCR? 2.1 
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Anexo 4. Endonucleases de restrição 
Na tabela seguinte é apresentada a listagem das endonucleases de restrição utilizadas 
no decorrer deste trabalho. Para cada ER apresenta-se a sequência de reconhecimento e a 
temperatura de reacção.  
 
Tabela VI.3. Listagem das endonucleases de restrição. (*) local de corte. 
ER T reacção (ºC) Sequência reconhecida 
EcoRI 37 G*AATTC 
BamHI 37 G*GATCC 
HindIII 37 A*AGCTT 
SalI 37 G*TCGAC 
MboI 37 *GATC 
TaqI 65 T*CGA 
NciI 37 CC*(CG)GG 
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Anexo 5. Locais consultados na Internet 
 
NCBI – National Center for Biotechnology Information 
Morada - http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
Pesquisa de identidade de sequências nucleotídicas e de a.a. (Blastn; Blastp) 
Base de dados de sequências nucleotídicas e de a.a. (GenBank) 
 
ExPASy – Expert Protein Analysis System Molecular Biology Server 
SIB – Swiss Intstitute of Bioinformatics 
Morada - http://www.expasy.ch 
Software para converter sequências nucleotídicas em sequências de a.a. 
 
Codon Usage Database 
http://www.kazusa.or.jp/codon 
Software para determinar uso de codões 
 
EMBL – European Molecular Biology Laboratory 
Morada - http://www.embl-heidelberg.de 
EBI – European Bioinformatics Institute 
Morada - http://www.ebi.ac.uk 
Pesquisa de identidade de sequências nucleotídicas e de a.a. (FASTA) 
Alinhamento múltiplo de sequências (ClustalW) 
 
TreeView 
Morada - http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html 
download gratuito do programa 
Software para desenho de árvores filogenéticas 
 
ClustalX 
ftp://ftp.www.ebi.ac.uk/pub/software/dos/clustalw/clustalx 
download gratuito do programa 
Software para efectuar alinhamento de sequências 
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Reverse Complement 
Morada - http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/seq-util/Options/revcomp.html 
Software para obtenção de sequência nucleotídica complementar 
